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1 Introducción general 
 
 
INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
 
1. Alimentos funcionales, probióticos, prebióticos y simbióticos. Marco legal 
La historia de la alimentación se encuentra estrechamente relacionada con la evolución del 
hombre en su proceso de civilización. Como todos los seres vivos, el ser humano necesita 
alimentarse para vivir. Siempre se ha considerado al alimento como la fuente de donde 
obtener nutrientes y energía para que su organismo pueda cumplir sus funciones y vivir de 
forma sana (Angulo y col., 1995). En la actualidad, el considerable progreso experimentado 
por el conocimiento científico en nutrición y salud humana, ha ido acompañado de un 
creciente interés de la sociedad por dichas cuestiones. Sin embargo la idea de alimentos 
promotores de la salud data de épocas remotas. Hace más de dos mil años Hipócrates 
escribió: “Que el alimento sea tu mejor medicina y que tu mejor medicina sea tu alimento”. 
Actualmente, los especialistas definen al alimento como “toda sustancia natural o procesada 
que se ingiere con el fin de satisfacer la incorporación de los nutrientes para el mantenimiento 
de las funciones vitales del organismo”. Los avances en la investigación científica apoyan la 
idea de que la dieta además de satisfacer las necesidades nutricionales puede ejercer un 
papel beneficioso en algunas enfermedades (Otles & Cagindi, 2012). Existe una estrecha 
relación entre la alimentación y ciertas enfermedades crónicas no transmisibles, 
reconociéndose los efectos de la dieta sobre el desarrollo cognitivo y psicomotor, la 
inmunidad y el crecimiento, entre otros. Además, el enorme incremento del costo de la 
atención de la salud dado por la mayor esperanza de vida, el aumento del conocimiento 
científico, los avances logrados en tecnología alimentaria y en las investigaciones sobre 
nutrición, y los grandes cambios en el estilo de vida, han llevado a que cada vez resulte de 
mayor interés para los consumidores permanecer informados acerca de lo que consumen. 
Por ello, también, son cada vez más las personas que se preocupan por su cuidado y que 
buscan en el mercado productos que contribuyan a su salud y bienestar, en especial aquellos 
que ejercen una acción beneficiosa sobre algunos procesos fisiológicos y/o reducen el riesgo 
de padecer enfermedades. Estas tendencias estimulan a la industria a desarrollar 
constantemente nuevos productos fortificados, enriquecidos, o con agregados de sustancias 
bioactivas, así como alimentos libres de algún componente considerado nocivo (alérgenos, 
grasa, etc.) (ILSI Europe, 2002). En los últimos años se ha aceptado la existencia de un grupo 
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particular de alimentos, llamados alimentos funcionales. Si bien no existe una definición 
única consensuada de alimento funcional, según la Definición Operativa FUFOSE 1999 (UE-
ILSI Europe) “un alimento puede ser considerado funcional si logra demostrar científicamente 
que posee efectos beneficiosos para la salud sobre una o más funciones del organismo, más allá 
de sus propiedades nutricionales habituales, de modo tal que mejore el estado general de salud 
o reduzca el riesgo de alguna enfermedad o ambas cosas“. Por lo tanto, los alimentos 
funcionales, no constituyen una entidad única, bien definida y correctamente caracterizada. 
Éstos abarcan diversos componentes, nutrientes y no nutrientes, que afectan a toda una 
gama de funciones corporales relacionadas con el estado de bienestar y salud, la reducción 
del riesgo de enfermedad, o ambas. No se trata de comprimidos ni cápsulas, sino de 
productos que forman parte de una dieta normal. Además, cabe aclarar que los alimentos 
funcionales no curan ni previenen por sí solos alteraciones ni enfermedades y sus efectos 
benéficos deben estar científicamente fundamentados. 
Como respuesta al creciente interés de los consumidores en este tipo de alimentos, han 
aparecido también organismos regulatorios que buscan establecer normas y directrices que 
regulen el desarrollo y la publicidad de los alimentos funcionales. La Unión Europea ha 
creado una Comisión Europea de Acción Concertada sobre Bromatología Funcional en 
Europa (FUFOSE, del inglés, Functional Food Science in Europe) coordinada por el Instituto 
Internacional de Ciencias de la Vida (ILSI, del inglés, International Life Sciences Institute) 
cuyo objetivo es desarrollar y establecer un enfoque científico sobre las pruebas que se 
necesitan para respaldar el desarrollo de alimentos funcionales. Además la FUFOSE apoya el 
desarrollo de dos tipos de alegatos de salud, que se indican a continuación, con respecto a 
los alimentos funcionales: 
1. TIPO A: Alegatos de "mejora de función" asociados a determinadas funciones 
fisiológicas y psicológicas y/o actividades biológicas que son modificadas por la ingesta 
del alimento. 
2. TIPO B: Alegatos de "reducción de riesgo de enfermedades", que se asocian al consumo 
de un alimento o de sus componentes para ayudar a reducir el riesgo de padecer una 
determinada enfermedad o afección, gracias a los nutrientes específicos que contenga o 
no contenga dicho alimento. 
 
En nuestro país la definición de los alimentos funcionales es analizada por un grupo de 
trabajo de la Comisión Nacional de Alimentos (CONAL) desde el año 2009. Por otro lado, 
mediante una disposición del Ministerio de Salud de la Nación de fines del 2011 
(Disposición 7730, Noviembre de 2011) ha sido implementada una "Guía para la 
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Presentación y Evaluación Científica de Declaraciones de Propiedades Saludables en 
Alimentos", creándose además una Comisión Evaluadora para la autorización de 
Declaraciones de Propiedades Saludables en Alimentos. Es interesante remarcar que para 
poder incorporar una declaración de propiedades saludables a un producto, este documento 
establece que se analizarán “los estudios científicos, en humanos y otros estudios ("in vivo", 
"in vitro" y "ex vivo") que avalen la declaración, incluyendo evidencia favorable y 
desfavorable actualizada respecto de la misma”, lo cual reafirma la necesidad de realizar 
estos estudios cuando se evalúa un ingrediente o alimento funcional. 
 
Dentro de los alimentos funcionales se encuentran los alimentos adicionados de probióticos. 
El Código Alimentario Argentino en el Capítulo XVIII, Artículo 1389 (Resolución Conjunta 
SPReI N° 261/2011 y SAGyP N° 22/2011), al igual que la Organización Mundial de la Salud, 
FAO/WHO, 2002 (Food and Agriculture Organization/World Health Organization) definen a 
los probióticos como “microorganismos vivos que, administrados en cantidades adecuadas, 
confieren beneficios para la salud del consumidor”. Los alimentos probióticos son aquellos 
que contienen estos microorganismos en cantidad suficiente, en una matriz adecuada, de 
manera tal que después de su ingesta cumplan con el efecto postulado. El Código 
Alimentario Argentino, también define que, para que una cepa pueda ser utilizada como 
ingrediente probiótico debe cumplir con un protocolo de evaluación que contempla los 
siguientes aspectos: 
1. Identificación de la cepa (Género/especie/subespecie) 
2. Caracterización “in vitro” e “in vivo” 
 Resistencia gástrica: ensayo realizado como indicador de que la cepa podrá 
atravesar la barrera biológica estomacal, arribando viable al intestino. 
 Resistencia a bilis: ensayo realizado como indicador de resistencia de la cepa a 
esta barrera biológica del organismo, presente a nivel de duodeno. 
 Resistencia a lisozima: ensayo realizado como indicador de que la cepa podrá 
sortear esta barrera biológica presente en la boca (saliva) e intestino delgado. 
 3. Ensayos “in vivo” e “in vitro” que demuestren el(los) efecto(s) probiótico(s) 
adjudicado(s) debidamente documentados y respaldados en estudios efectuados por 
organismos nacionales y/o internacionalmente reconocidos. 
4. Seguridad: La cepa probiótica no debe ser riesgosa para la salud. La bacteria en las 
concentraciones en que se encuentra en el alimento, no deberá promover la translocación 
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bacteriana hacia otros órganos. Además, para garantizar la seguridad del probiótico se 
deben realizar las siguientes pruebas: las cepas no deberán ser portadoras de genes de 
resistencia a antibióticos, no deberán presentar actividad hemolítica y no deberán ser 
productoras de toxinas. 
Con la denominación de alimento con probióticos, se entiende aquel alimento con una 
carga de células viables que deberá estar comprendida entre 106 y 109 UFC/g durante su 
período de duración mínima. Los alimentos con probióticos pueden diseñarse monocepa, 
multicepa o multiespecie. Las preparaciones multiespecie bien diseñadas tienen ventajas 
derivadas del sinergismo entre los efectos específicos aportados por cada una de las 
especies probióticas (Abraham y col., 2005). Además, los productos conteniendo probióticos 
deben presentarse comercialmente en un envase bromatológicamente apto cuyo rótulo 
indique la identificación precisa de las cepas que lo compongan y la concentración de células 
viables de cada una de ellas. La mayoría de los probióticos que se emplean comercialmente 
pertenecen a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. En la Tabla 1 se listan las especies 
de probióticos más utilizados. 
 
Tabla 1: Microorganismos empleados o propuestos como probióticos. Fuente: Champagne 
& Gardner, 2005; Prado y col., 2008. 
 
Lactobacillus Bifidobacterium Otras especies 
L. helveticus B. adolescentes Enterococcus faecalis 
L. acidophilus B. longum Enterococcus faecium 
L. brevis B. lactis Saccharomyces cereviceae 
L. casei B. infantis Streptococcus thermophilus 
L. crispatus B. essensis Propionibacterium freudenreichii 
L. fermentum B. breve Pediococcus acidilactici 
L. gasseri B. bifidum Leuconostoc mesenteroides 
L. delbrueckii subsp. bulgaricus B. animalis  
L. johnsonii   
L. paracasei   
L. plantarum   
L. reuteri   
L. rhamnosus   
 
El consumo de probióticos influye positivamente en la salud humana, sin embargo, el 
desarrollo de alimentos con probióticos no es tarea fácil ya que hay que considerar las 
características fisicoquímicas del alimento en el cual se piensan introducir, así como las 
condiciones de procesamiento a las que será sometido, para no perder la actividad 
probiótica de las bacterias utilizadas (Saxelin y col., 2003). 
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Por otro lado, también dentro del marco de los alimentos funcionales se encuentran los 
prebióticos que son definidos por el Código Alimentario Argentino en el Capítulo XVIII, 
Artículo 1390 (Resolución Conjunta SPReI N° 229/2011 y SAGyP N° 731/2011) como 
“ingredientes alimentarios o partes de ellos (no digeribles) que posee un efecto benéfico para el 
organismo receptor, estimulando el crecimiento selectivo y/o actividad metabólica de una o de 
un número limitado de bacterias en el colon y que confiere beneficios para su salud”. Son 
sustancias de naturaleza glucídica, el fundamento de acción es que no pueden ser digeridos 
en el tracto gastrointestinal proximal, debido a la inexistencia de enzimas digestivas capaces 
de hidrolizar las uniones glucídicas que presentan. Actúan como fibras solubles y son 
fermentados a nivel del colon, favoreciendo la actividad y estimulando del crecimiento de 
bifidobacterias y lactobacilos. Los prebióticos más estudiados son la inulina, los 
fructooligosacáridos (FOS), los galactooligosacáridos (GOS) y los glucooligosacáridos tales 
como los β-glucanos (Gibson & Roberfroid, 1995). El efecto de los prebióticos depende 
mucho del tipo de microflora que el individuo posea (Schrezenmeir & De Vrese, 2001; Tojo 
Sierra & Leis Trabazo, 2003). 
 
Finalmente, los simbióticos pueden definirse como la combinación de probióticos y 
prebióticos, éstos afectan benéficamente al huésped mejorando la supervivencia e 
implantación en el colon de los microorganismos vivos tomados de alimentos con 
probióticos y estimulando selectivamente el crecimiento o activando el metabolismo de un 
número limitado de bacterias promotoras de la salud (Schrezenmeir & De Vrese, 2001; Tojo 
Sierra & Leis Trabazo, 2003). 
 
En este sentido, los “probióticos”, “prebióticos” y “simbióticos” son, dentro del amplio 
mundo funcional, los más estudiados y que más prometen para el futuro (Tojo Sierra & Leis 
Trabazo, 2003). 
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2. Productos lácteos como vehículo de microorganismos probióticos 
Debido a su consumo y a su composición nutricional, los productos lácteos son utilizados 
como vehículos para los microorganismos probióticos y constituyen la alternativa comercial 
más popular hasta el momento, siendo la principal ventaja que el proceso de elaboración se 
adapta muy bien al agregado de bacterias probióticas. Para lograr que el cultivo tenga éxito 
como probiótico es necesario que pueda sobrevivir y desarrollarse en el medio durante la 
producción y el almacenamiento del producto, así como también debe resistir a las 
condiciones fisiológicas a la que se expone al ser consumido y debe llegar viable al intestino, 
donde ejerce su acción benéfica. Las leches fermentadas se han utilizado ampliamente como 
base para el desarrollo de alimentos funcionales con probióticos. Los cultivos probióticos 
pueden ser inoculados al iniciar la fermentación o ser adicionados al producto al finalizar la 
misma. También se utilizan como vehículo de probióticos los quesos frescos y leches, entre 
otros. En la Figura 1 se presentan algunos ejemplos de alimentos lácteos con probióticos 
disponibles en el mercado en nuestro país. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Productos lácteos con probióticos disponibles en el mercado. 
A. Yogurt “SanCor Bio”, contiene Lactobacillus casei. B. “Yakult” que contiene 
Lactobacillus casei Shirota. C. “Bio-Queso Ilolay Vita” que contiene Lactobacillus 
casei, Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium bifidum. D. “Activia” yogur 
probiótico producido por Danonne que contiene Bifidobacterium. E. Quesos blandos 
La Serenisima que contienen Lactobacillus rhamnosus GG. F. Yogur bebible 
producido por Danone contiene la cepa de Lactobacillus casei DN-114.001. G. Leche 
en polvo para niños que incorpora la cepa Lactobacillus protectus. H. Leche 
modificada en polvo para niños a partir de 1 año con probiótico Bifidus BL. 
Lactobacillus casei
Lactobacillus casei Shirota
Lactobacillus casei
Lactobacillus acidophilus
Bifidibacterium bifidum
Lactobacillus casei
A B C
D
Lactobacillus GG
E
Lactobacillus casei
F
Lactobacillus protectus
G
Bifidus BL
H
Bifidobacterium 
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El Código Alimentario Argentino en el Capítulo VIII, Artículo 576 (Resolución Conjunta 
SPRyRS y SAGPyA N° 33/2006 y N° 563/2006) establece la definición de leches 
fermentadas como “productos, adicionados o no de otras sustancias alimenticias, obtenidos 
por coagulación y disminución del pH de la leche o leche reconstituida, adicionada o no de 
otros productos lácteos, por fermentación láctica mediante la acción de cultivos de 
microorganismos específicos. Estos microorganismos específicos deben ser viables, activos 
y abundantes en el producto final durante su período de validez”. Existe una amplia 
variedad de leches fermentadas que se diferencian según los microorganismos que 
intervienen en su obtención, los procedimientos de elaboración, los tipos de materia prima, 
etc. 
 
3.  Kefir 
El kefir es una bebida láctea fermentada artesanal, viscosa, de sabor ácido, levemente 
efervescente y con un aroma característico (Garrote y col., 2001). Es producida por 
fermentación de leche con gránulos de kefir. Se encuentra descripto en el Código 
Alimentario Argentino, en el apartado de Leches Fermentadas-Artículo 576-(Resolución 
Conjunta SPRyRS y SAGPyA N° 33/2006 y N° 563/2006) donde se lo define como “producto 
incluido en la definición de leche fermentada, cuya fermentación se realiza con cultivos 
ácido lácticos elaborados con granos de kefir, Lactobacillus kefiri, especies de los géneros 
Leuconostoc, Lactococcus y Acetobacter, con producción de ácido láctico, etanol y dióxido de 
carbono. Los granos de kefir están constituidos por levaduras fermentadoras de lactosa 
(Kluyveromyces marxianus) y levaduras no fermentadoras de lactosa (Saccharomyces 
omnisporus, Saccharomyces cereviceae y Saccharomyces exiguus), Lactobacillus casei, 
Bifidobacterium spp. y Streptococcus termophilus”. 
 
Los gránulos de kefir son masas gelatinosas, irregulares, color blanco o ligeramente 
amarillento, y consistencia elástica. Su tamaño es variable oscilando desde pocos milímetros 
a 2 o 3 centímetros de diámetro y su forma semejante a las flores de coliflor (Figura 2). En 
los gránulos, se encuentran inmersas e inmovilizadas bacterias ácido lácticas (108-109 
UFC/g de gránulo), levaduras (107-108 UFC/g de gránulo) y bacterias ácido acéticas (105-106 
UFC/g de gránulo) (Koroleva, 1991; Garrote y col., 2010). Cuando los gránulos de kefir son 
adicionados a la leche, parte de los microorganismos pasan a ella donde se multiplican y 
producen metabolitos que otorgarán a la leche fermentada sus características químicas y 
físicas particulares. La composición del kefir, así como sus características organolépticas 
están sujetas a variaciones regionales. Está documentado que éstas variaciones pueden 
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deberse a factores tales como el origen y almacenamiento de los gránulos de kefir, el tipo de 
leche utilizada, así como a las condiciones de elaboración del producto siendo relevantes la 
relación gránulo/leche y la temperatura de fermentación (Witthuhn y col., 2005; Latorre 
García Fontán y col., 2006). 
 
 
 
Figura 2: Aspecto macroscópico de gránulos de kefir 
 
 
No se conocen los mecanismos por los cuales se originaron los gránulos de kefir (Koroleva, 
1988). Estos se forman solamente a partir de otros gránulos preexistentes y en el 
laboratorio no ha sido posible formar un nuevo gránulo partiendo de la asociación de cepas 
aisladas de los mismos (Bottazzi y col., 1994). Se cree que los gránulos se originaron debido 
a prácticas de las tribus de la región del Cáucaso, quienes dejaban fermentar la leche en 
recipientes hechos con el estómago de animales, donde la transportaban. Sin llegar a 
consumir totalmente el producto, el saco era nuevamente recargado con leche, repitiendo el 
proceso durante mucho tiempo. Esta práctica puede haber permitido la reunión de los 
microorganismos y formación de la asociación simbiótica propia del kefir (Bottazi & Bianchi, 
1980). La composición microbiológica del kefir es compleja y se han aislado una gran 
variedad de microorganismos tanto de los gránulos como de la leche fermentada. Entre los 
géneros de bacterias encontradas en kefir pueden destacarse: Lactobacillus, Bifidobacterium, 
Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Acetobacter (Koroleva, 1991; Angulo 
y col., 1993; Dousset & Caillet, 1993; Takizawa y col., 1994; Yoshida & Toshosima, 1994; 
Pintado y col. 1996; Lin y col. 1999; Garrote y col., 2001; Simova y col. 2002; Santos y col., 
2003; Garbers y col., 2004; Yüksekdag y col., 2004a; Witthuhn y col., 2005; Delfederico y col., 
2006; Chen y col., 2008; Jianzhong y col., 2009; Miguel y col., 2010; Magalhães y col., 2010, 
2011a; Kok-Tas y col., 2012). Las levaduras en el kefir no han sido estudiadas tanto como las 
bacterias, aunque proporcionan claramente un entorno favorable para el crecimiento de 
bacterias, además producen metabolitos como etanol y CO2 que contribuyen al sabor y a la 
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sensación en la boca característica del kefir (Farnworth, 2005). Entre los géneros de 
levaduras halladas en kefir se destacan Kluveromyces, Saccharomyces, Candida, Torulaspora, 
Issatchenkia, Kazachstania y Zygosaccharomyces (Koroleva, 1991; Rohm y col., 1992; Angulo 
y col., 1993; Dousset & Caillet, 1993; Yoshida & Toshosima, 1994; Garrote y col., 1997; 
Motaghi y col., 1997; Wyder y col., 1997; Simova y col., 2002; Loretan y col., 2003; Witthuhn 
y col., 2005; Latorre Garcia y col., 2007; Wang y col., 2008; Jianzhong y col., 2009; Magalhães 
y col., 2010, 2011a; Diosma y col., 2014). 
 
3.1.  Efectos benéficos del kefir 
El kefir presenta propiedades benéficas para la salud que se atribuyen a la presencia de una 
microbiota compleja así como a sus productos metabólicos. Dentro de estos productos se 
pueden mencionar: ácidos orgánicos, vitaminas (fundamentalmente del grupo B), etanol, 
dióxido de carbono, acetaldehído, diacetilo, proteínas de superficie de algunos 
microorganismos que se liberan al medio (capa S) y exopolisacáridos (Golowczyc y col., 
2007; Medrano y col. 2008; Garrote y col., 2010). Las propiedades funcionales y probióticas 
del kefir o de microorganismos aislados de los gránulos han sido estudiadas por numerosos 
autores y se resumen a continuación algunos de los hallazgos más relevantes. 
 
Propiedades antimicrobianas. Garrote y col. (2000) estudiaron la actividad antibacteriana 
del kefir, demostrando la capacidad inhibitoria de sobrenadantes de leche fermentada 
contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Otros autores también demostraron 
actividades antibacterianas de sobrenadantes de productos fermentados con kefir o con 
microorganismos aislados a partir de ellos (Brialy y col., 1995; Santos y col., 2003; 
Yüksekdag y col., 2004b; Rodrigues y col., 2005, Silva y col., 2009). Kakisu y col. (2007) 
probaron que el kefir disminuye la viabilidad y la germinación de esporas de Bacillus cereus. 
También se demostró su actividad antifúngica (Cevikbas y col., 1994; Ismaiel y col., 2011). 
Antagonismo contra patógenos intestinales. Estudios in vitro sobre células epiteliales 
intestinales han demostrado que microorganismos aislados de kefir poseen capacidad de 
antagonizar el efecto de patógenos intestinales, tales como Escherichia coli, Shigella spp. y 
Salmonella spp. Se ha probado que cuando Lactobacillus plantarum CIDCA 83114, aislado de 
kefir, es incubado sobre cultivos de la línea celular Hep-2 previene la unión de E. coli 
enterohemorrágica (EHEC) y minimiza las alteraciones causadas por el patógeno sobre los 
enterocitos. Este efecto no es dependiente de la viabilidad del probiótico y no puede ser 
explicado por exclusión competitiva (Hugo y col., 2008). Estudios posteriores demostraron 
que el antagonismo de esta cepa sobre la virulencia de E. coli se relaciona con su capacidad 
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de inhibir los efectos citotóxicos de la toxina Shiga 2 producida por EHEC (Kakisu, 2010). 
También se ha demostrado la capacidad cultivos mixtos de bacterias (L. plantarum 83114 y 
Lc. lactis 8221, L. kefiri 8348) y levaduras (Saccharomyces cerevisiae 8112 y Kluyveromyces 
marxianus 8154) aislados de kefir de prevenir la invasión de Shigella sonnei y Shigella 
flexneri a células en cultivo Hep-2 y de reducir los daños celulares causados por el patógeno 
(Bolla y col., 2016). Cepas de Lactobacillus kefiri son capaces de inhibir la adhesión e 
invasión de Salmonella enterica serovar. Typhimurium a células Caco-2/TC-7, a través de la 
liberación al medio de cultivo de proteínas de capa-S. Este efecto es dependiente de la cepa 
en estudio y de las características de la capa-S producida (Golowczyc y col., 2007; Mobili y 
col., 2010). En Rusia, el kefir ha sido estudiado para el tratamiento de pacientes con úlceras 
en el estómago e intestino humanos (Farnworth & Mainville, 2008). Londero y col. (2015) 
demostraron que las propiedades antagónicas contra Salmonella de un cultivo mixto de 
cepas aisladas de gránulos de kefir (L. plantarum 83114, L. kefiri 8348 y K. marxianus 8154) 
se mantienen después de su desarrollo en suero de leche. 
Modulación de la respuesta inmune. Vinderola y col. (2005) estudiaron la capacidad 
inmunomoduladora del kefir indicando la importancia de la viabilidad de los 
microorganismos y de la dosis administrada a ratones en la producción de citoquinas 
reguladoras de la respuesta inmune. Vinderola y col. (2006b) también analizaron el efecto 
del kefir completo y de la fracción libre de células y describieron que ambas fracciones 
indujeron perfiles de citoquinas similares, mientras que la fracción libre de células produjo 
un mayor incremento del porcentaje de células productoras de IL-10, involucrada en 
mecanismos antiinflamatorios. 
Muchos microorganismos aislados de kefir han demostrado tener actividad 
inmunomoduladora. Romanin y col. (2010) demostraron la capacidad moduladora de la 
respuesta inmune innata epitelial in vitro de la cepa Kluveromyces marxianus 8154 y 
resaltaron la necesidad de que la levadura se encuentre viable para ejercer el efecto. Hong y 
col. (2009) demostraron la capacidad inmunomoduladora in vitro de lactobacilos, 
focalizando su estudio en la secreción de las citoquinas proinflamatorias. Carasi y col. 
(2015) demostraron que la administración a ratones de la cepa L. kefiri 8348, modula la 
expresión de mediadores proinflamatorios y aumenta las moléculas anti-inflamatorias tanto 
en sitios inductivos como efectores del sistema inmune. Del mismo modo, informaron un 
incremento en la producción de IgA y mucina por lo que este probiótico puede resultar 
importante en regulación de la homeostasis. 
Además, Medrano y col. (2011) demostraron que el polisacárido de los gránulos de kefir 
(kefiran) administrado a ratones en el agua de bebida produce una modificación del balance 
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de células del sistema inmune asociado a mucosas, aumentando el número de células 
productoras IgA y macrófagos. 
Inhibición del crecimiento de tumores. El papel anticancerígeno de los productos lácteos 
fermentados se puede atribuir, en general, a la supresión de tumores en fase inicial, por el 
retraso de la actividad de las enzimas que convierten los compuestos pro-cancerígenos a 
carcinógenos, o por la activación del sistema inmune (Sarkar, 2007). Se ha comprobado que 
la ingesta oral de kefir produce una reducción del crecimiento de tumores en ratones, este 
efecto se ha asociado con la inducción de procesos apoptóticos de las células tumorales y 
con la respuesta inmune inducida por componentes de la fracción soluble de kefir, 
particularmente polisacáridos (Shiomi y col., 1982; Liu y col., 2002; Hlastan-Ribič y col., 
2005; De Moreno y col., 2007). 
Metabolismo del colesterol. Estudios in vivo arrojan resultados contradictorios respecto al 
efecto anticolesterolémico del kefir. Por un lado Liu y col. (2006) mostraron que el kefir, 
producido en leche de vaca y de soja, disminuye la concentración de colesterol y de 
triglicéridos en suero en hámsters. Sin embargo, Urdaneta y col. (2007) hallaron un 
incremento en los niveles de colesterol y triacilglicerol en ratas que consumieron kefir. St-
Onge y col. (2002) describieron que el consumo de kefir en sujetos con hipercolesterolemia 
no produjo efecto alguno sobre los niveles de colesterol total, y tampoco sobre la 
concentración de colesterol LDL, colesterol HDL y triglicéridos. Por otro lado estudios in 
vitro que emplean una cepa de Lactobacillus acidophilus CU 673 aislado de kefir, 
demostraron que presenta capacidad de asimilar colesterol (Yoon y col., 1999) y 
Kluyveromyces marxianus es capaz de capturarlo en su pared celular (Yoshida y col., 2005). 
Una manera indirecta de ejercer el efecto hipocolesterolémico consiste en disminuir el 
contenido del mismo en la leche fermentada, tal como describieron Vujicic y col. (1992). 
Estos autores demostraron que la fermentación de la leche con gránulos de kefir redujo los 
niveles de colesterol presentes en la misma en hasta un 62 %. 
Efecto antihipertensivo. Quirós y col. (2005) revelaron que kefir elaborado a partir de 
leche de cabra inhibe a la enzima transformadora de la angiotensina in vitro por la presencia 
de péptidos de bajo peso molecular producidos por la proteólisis durante la fermentación. 
Reducción de los síntomas de intolerancia a la lactosa. La intolerancia a la lactosa es la 
incapacidad de digerir completamente la lactosa asociada con una actividad insuficiente de 
la enzima β-galactosidasa intestinal y afecta a aproximadamente un 75 % de la población 
adulta mundial (Scrimshaw y col., 1988). El kefir presenta actividad β-galactosidasa que 
permanece cuando el producto es consumido (De Vrese y col., 1992). Estudios llevados a 
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cabo en humanos indican que el consumo de kefir es capaz de mejorar la digestibilidad de la 
lactosa (Hertzler & Clancy, 2003). 
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OBJETIVOS GENERALES 
 
 
Los efectos funcionales que se asocian al consumo de kefir pueden atribuirse tanto a la 
presencia de bacterias ácido lácticas y levaduras probióticas, así como también a los 
productos metabólicos que aparecen en el medio de fermentación como consecuencia del 
desarrollo de los microorganismos y/o a modificaciones de la matriz del alimento en el cual 
se encuentran. Se planteó como objetivo general del presente trabajo analizar la actividad 
biológica benéfica para la salud de leches fermentadas con gránulos de kefir, focalizando el 
estudio en la fracción no microbiana. 
 
Se propusieron como objetivos específicos los detallados a continuación: 
 
1. Caracterizar la fracción no microbiana de leches fermentadas con gránulos de kefir. 
2. Evaluar la actividad antimicrobiana e inmunomoduladora de la fracción no microbiana 
de kefir. 
3. Evaluar el efecto protector de componentes de la fracción no microbiana de kefir en un 
modelo murino de inflamación intestinal. 
4. Estudiar los posibles mecanismos subyacentes a la actividad biológica de componentes 
de la fracción no microbiana de kefir. 
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Caracterización de la fracción no 
microbiana de kefir 
Capítulo 1 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
1.  Fermentación de leche con gránulos de kefir 
Hoy en día se habla de tres formas de preparación del kefir: el proceso artesanal, el proceso 
comercial mediante el “Método de Rusia” y el proceso industrial que utiliza cultivos puros 
(Otles & Cagindi, 2003; Farnworth, 2005; Rattray & O'Connel, 2011). 
La producción artesanal tradicional consiste en la inoculación de la leche previamente 
pasteurizada con una cantidad variable de gránulos de kefir. Luego de un período de 
fermentación de entre 18 a 24 h, a 20-25 °C, los gránulos se separan por filtración en una 
malla plástica y se pueden utilizar para una nueva fermentación, mientras que la bebida se 
almacena a 4 °C, lista para el consumo con el agregado de aditivos tales como azúcar, miel, 
cereales o frutas, a gusto del consumidor. El gránulo debe mantenerse intacto como starter 
para la producción de infinitos lotes de kefir, dadas las condiciones ambientales adecuadas 
(Beshkova y col., 2002; Otles & Cagindi, 2003; Farnworth & Mainville, 2008). El kefir 
presenta un perfil microbiano diferente al encontrado en el gránulo, la concentración de 
inóculo inicial de gránulos (relación g gránulo/ml de leche) afecta tanto el pH, como la 
viscosidad, la concentración de lactosa y el perfil microbiológico del producto final (Garrote 
y col., 1998; Simova y col., 2002). La agitación durante la fermentación también influye en la 
composición microbiana kefir, favoreciendo el desarrollo de lactococos homofermentativos 
y levaduras (Tamime, 2006; Farnworth & Mainville, 2008; Rattray & O'Connel, 2011). 
El segundo método, conocido como el "Método de Rusia", permite la producción de kefir en 
una escala mayor, éste utiliza un proceso de fermentación en serie, desde el producto 
resultante de la primera fermentación de los gránulos (cultivo madre) (Farnworth & 
Mainville, 2008; Rattray & O'Connel, 2011). El proceso industrial consiste en la inoculación 
de la leche con cultivos puros aislados de gránulos de kefir y cultivos comerciales (Beshkova 
y col., 2002; Tamime, 2006; Rattray & O'Connel, 2011). Aunque la bebida comercial está 
disponible en muchos países, no todas las propiedades del kefir tradicional están siempre 
presentes (Lopitz-Otsoa y col., 2006; Farnworth & Mainville, 2008). El uso de cultivos 
comerciales puede estandarizar la producción industrial de kefir, además, si la selección de 
especies y cepas de bacterias y levaduras se lleva a cabo con precisión, se puede producir la 
bebida "Tipo Kefir" con sabor aceptable y buenas propiedades de conservación (Beshkova y 
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col., 2002). Asimismo esta bebida puede tener un período de vida comercial de hasta 28 
días, mientras que el kefir elaborado con gránulos de manera tradicional debe consumirse 
entre 3-7 días luego de su preparación. Sin embargo, la bebida industrial "Tipo Kefir" no 
presenta las mismas propiedades probióticas presentes en el kefir elaborado de manera 
tradicional (Rattray & O'Connel, 2011). 
Aunque la leche de vaca es el sustrato más común, el kefir también puede elaborarse a partir 
de leche de cabra y de oveja (Wójtowski y col., 2003; Hayaloglu y col., 2011). También se ha 
demostrado que los gránulos pueden utilizarse para la fermentación de otros sustratos, 
tales como leche de soja (Liu & Lin, 2000; Kesenkaş y col., 2011; Pourahmad y col., 2011) y 
leche de coco (Otles & Cagindi, 2003). Estas bebidas, si bien producen un producto 
fermentado con propiedades probióticas, tienden a dejar el gránulo de kefir en un estado 
debilitado, siendo necesario que los gránulos sean devueltos a la leche de vaca para su 
recuperación. Los gránulos también pueden fermentar suero de leche manteniendo su 
integridad en este sustrato (Rimada & Abraham, 2001, 2003; Magalhães y col., 2011b; 
Londero y col., 2012). 
En la Figura 1.1 se presentan algunos ejemplos de productos comerciales “tipo kefir” 
disponibles en el mercado en distintas regiones del mundo. En nuestro país el kefir se 
elabora de la forma tradicional, artesanalmente. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.1: Productos comerciales en distintas 
regiones del mundo elaborados a partir de kefir. 
A. Kefir comercial, Murcia, España. B. Kefir de cabra. 
C. Kefir UP, Marca: Cantero de Letur, España. D. Kefir 
suave, semidesnatado. Marca: Andechser, Alemania. 
E. Nourish Kefir, UK. F. Kefir, Canadá. G. Clover Kefir, 
EEUU. H. Liberté Kefir, Canadá. I. Lifeway kefir, EEUU, 
en forma de yogur y de helado. 
 
 
La composición química del producto fermentado, puede presentar cierta variación ya que 
la proporción en la que se inoculan los gránulos y el tipo de leche afectan a las propiedades 
del producto final. Este producto derivado de la leche posee los componentes nutritivos de 
la misma y los productos de la fermentación microbiana. Wszolek y col. (2001) estudiaron el 
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kefir obtenido en leche bovina, caprina y ovina, encontrando que la composición química del 
kefir no difiere de la composición de la leche de partida. Describieron que los sólidos totales 
variaron entre 10,6-14,9 % (p/p), las proteínas entre 2,9-6,4 % (p/p), las cenizas entre 0,7-
1,1% (p/p) y los carbohidratos entre 3,8-4,7 %(p/p), coincidiendo con la composición de 
kefir de leche bovina informada por Otles y Cagindi (2003) y Magalhães y col. (2011a). El 
parámetro que presenta mayor variación es el contenido de lactosa que depende del tiempo 
de fermentación (Garrote y col., 2001; Rimada & Abraham, 2001). 
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OBJETIVOS 
 
 
La caracterización de los cambios en la composición de la leche debido a la acción de los 
microorganismos es una etapa necesaria en el estudio e identificación de los componentes 
responsables de los atributos saludables del kefir. Por ello, el objetivo del presente capítulo 
fue obtener y caracterizar la fracción no microbiana de leche fermentada con gránulos de 
kefir. 
 
Objetivos específicos 
 Evaluar el crecimiento de gránulos de kefir en leche descremada comercial y la 
acidificación de la leche. 
 Estudiar el consumo de lactosa, la producción de ácidos orgánicos y exopolisacáridos 
durante la fermentación de leche con gránulos de kefir. 
 Analizar el grado de hidrólisis de proteínas lácteas durante la fermentación mediante el 
estudio del contenido de nitrógeno TCA soluble, los perfiles electroforéticos de proteínas 
y los perfiles cromatográficos de los péptidos obtenidos. 
 Evaluar la susceptibilidad del producto fermentado a ser hidrolizado por enzimas 
digestivas. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
1.  Gránulos de kefir y condiciones de cultivo 
Se utilizaron gránulos de kefir CIDCA AKG1 y CIDCA AGK10 pertenecientes a la colección del 
CIDCA conservados a -20 °C en leche. Los mismos se inocularon en leche descremada 
comercial UHT (La Serenisima, Argentina) en relación gránulos/leche 10% p/v y se 
mantuvieron activos mediante repiques sucesivos en leche a 20 °C durante 24 o 48 horas 
según el ensayo. Luego de cada subcultivo, los gránulos se retiraron del producto 
fermentado mediante filtración con un colador plástico, se lavaron con agua destilada y se 
inocularon nuevamente en leche para iniciar otro ciclo de fermentación. Las leches 
fermentadas se conservaron a -20 °C hasta ser analizadas. 
 
2.  Aumento de biomasa 
Se analizó el aumento de biomasa de gránulos de kefir CIDCA AGK1 y CIDCA AGK10. Para 
ello, luego de cada ciclo de fermentación de 24 horas a 20 °C los gránulos, fueron removidos 
del medio por filtración, lavados con agua destilada y secados sobre un papel absorbente 
hasta peso constante. Luego se registró su peso (± 0,01 g) y se calculó la tasa de crecimiento 
como el aumento de peso por cada gramo de gránulo en cada subcultivo. 
 
Aumento de biomasa = (peso inicial – peso final)/ peso inicial 
 
3.  Cinética de acidificación 
Se estudió la acidificación de la leche durante la fermentación con gránulos CIDCA AGK1 y 
CIDCA AGK10. Para ello, se inoculó leche descremada comercial UHT con los distintos 
gránulos en relación 10 % p/v y se incubó a 20 °C. Se tomaron alícuotas de 0,5 ml cada 1 
hora y se midió el pH con pHmetro modelo pH211 asociado a un microelectrodo HI 1131B 
(Hanna Instrument, USA). 
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4.  Enumeración de microorganismos viables 
Para determinar la concentración de microorganismos viables en gránulos de kefir y 
productos fermentados se llevaron a cabo diluciones apropiadas en triptona 0,1 % p/v y se 
realizaron recuentos en placa empleándose agar MRS (ver Apéndice) para bacterias ácido 
lácticas (BAL) y agar YGC (ver Apéndice) para levaduras. Los gránulos de kefir fueron 
previamente disgregados en un mortero estéril. Los resultados se expresaron como 
unidades formadoras de colonia (UFC)/g para los gránulos de kefir y UFC/ml para los 
productos fermentados. 
 
5.  Microscopía electrónica de barrido 
Para el análisis de gránulos de kefir por microscopía electrónica de barrido (MEB) se 
cortaron porciones de 1 a 2 mm de gránulos frescos. Los mismos fueron fijados durante 20 h 
con glutaraldehído (Riedel de Haen, Seelze, Germany) al 2 % v/v en buffer fosfato pH 7. 
Luego se llevó a cabo la deshidratación en soluciones crecientes de etanol (20, 50, 70, 90 y 
100 %) en PBS, colocándose las muestras 1 h en cada concentración. Las muestras fueron 
montadas en tacos metálicos y cubiertas con Au 24 durante 10 min por evaporación en 
vacío (Fine Coat, Sputer JFC 1100). La observación se realizó en un microscopio electrónico 
de barrido Philips SEM 505 que cuenta con un programa para la obtención de imágenes 
digitales (Digitalizador de Imagen Soft Imaging System ADDA II (SIS)). 
 
6.  Obtención de la fracción no microbiana de kefir 
Para la obtención de la fracción no microbiana de kefir, la leche fermentada se centrifugó a 
10000 xg durante 15 min a temperatura ambiente utilizando una centrífuga Avanti J25 
(Beckman Coulter Inc., USA). El sobrenadante obtenido, para ciertos experimentos, se 
neutralizó mediante el agregado de NaOH 5N, se centrifugó nuevamente en las mismas 
condiciones y se filtró con membrana de 0,45 µm (Osmonics) para obtener el sobrenadante 
libre de células. Para ensayos específicos, este producto se congeló a -80 °C y se liofilizó 
utilizando un liofilizador Heto FD4 con una bomba de vacío Vacuubrand RZ 5 y un 
condensador que se mantiene a -50 °C, con el fin de separar el agua por sublimación. El 
producto se resuspendió en PBS para obtener una solución 5 veces concentrada (en relación 
de volúmenes). 
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6.1.  Caracterización de la fracción no microbiana de kefir 
6.1.1. Determinación de azúcares en los productos fermentados: Cromatografía en 
capa fina 
Se analizó la composición de los azúcares presentes en los productos fermentados mediante 
cromatografía en capa fina (TLC, por sus siglas en ingles: Thin Lyer Cromatography) en 
placas de Silica gel G (Merk D-64271, Alemania). Previo a la siembra las placas se activaron 
5 min en estufa a 100 °C. La siembra se efectuó utilizando una microjeringa Hamilton 
colocando 3 μl de cada muestra en alícuotas de 1 μl cada una, esperando la evaporación del 
solvente luego de cada alícuota, se aceleró el proceso utilizando una corriente de aire 
caliente (Southgate, 1976). Conjuntamente con las muestras, se sembraron patrones de 
glucosa, lactosa y galactosa. Los patrones se prepararon al 0,05 % p/v en solución 
etanol:agua (50:50). Una vez concluida la siembra las placas se colocaron en una cuba 
cerrada conteniendo el solvente de corrida o fase móvil (mezcla de n-propanol-acido 
acético-agua en relación 70:20:10), con atmosfera saturada en el mismo. Se permitió el 
avance de fase móvil hasta una distancia de 2 cm de la parte superior de la placa, se 
retiraron las mismas de la cuba y se secaron antes del revelado. Las placas se revelaron con 
una solución de ácido p-aminobenzoico 7g/l y ácido o-fosfórico 30 g/l en metanol (Zweig & 
Sherma, 1978); se evaporó el solvente revelador y se colocaron 5 min en estufa a 100°C para 
permitir la visualización de las marcas correspondientes a los hidratos de carbono. Se midió 
la constante Rf (Ratio of Front), la cual es simplemente una manera de expresar la posición 
de un compuesto sobre la placa como una fracción decimal y mide la retención de un 
componente. Se calculó el valor de Rf aplicando la siguiente relación: Distancia de la muestra 
desde el punto de siembra/distancia de la fase móvil desde el punto de siembra. 
 
6.1.2. Cuantificación de azúcares totales en los productos fermentados 
La concentración de azúcares totales en la fracción no microbiana de kefir obtenida por 
fermentación durante 24 y 48 h se realizó mediante el método de Antrona-sulfúrico 
(Southgate, 1976). La mayoría de los carbohidratos se pueden determinar mediante este 
método, pero en las condiciones descriptas a continuación es específico para hexosas. Todos 
los polisacáridos reaccionan en medio ácido fuerte dando un cromógeno (furfural y 
derivados) que condensan con el cromóforo (reactivo) para dar color. Para efectuar la 
valoración 0,2 ml de solución patrón, muestra o diluciones apropiadas de las mismas se 
colocaron en tubos de vidrio con tapa. Se adicionaron 2 ml de reactivo de Antrona, se agitó 
empleando un vortex y se llevó a baño de agua a ebullición durante 15 min. Luego se enfrió 
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a temperatura ambiente y se dejó en oscuridad durante 30 min. Finalmente se realizó la 
lectura de absorbancia a una longitud de onda de 620 nm utilizando un espectrofotómetro 
Henos Alpha & Beta (Thermo Spectronic, UK). En forma simultánea se realizó una curva de 
calibración con soluciones de glucosa de concentración conocida en un rango entre 0 y 500 
μg/ml y se graficó A 620nm vs. Concentración. Con los datos de la regresión lineal se calculó la 
concentración de polisacáridos en los productos fermentados. 
 
Reactivo de Antrona: Se preparó una mezcla 66 % v/v de H2SO4 en agua trabajando en baño 
de agua-hielo debido a la naturaleza fuertemente exotérmica de la disolución. Cuando dicha 
solución estuvo a una temperatura aproximada de 70°C, y para facilitar su disolución, se 
añadió antrona (9,10-dihidro-9-oxoantraceno) en concentración final 0,5 g/l. El reactivo se 
almacenó a 4 °C durante no más de dos semanas. 
 
6.1.3. Determinación de ácidos orgánicos en productos fermentados 
La determinación de ácidos orgánicos cualitativa y cuantitativamente se realizó mediante 
cromatografía líquida de alta presión utilizando una columna de intercambio iónico (IE-
HPLC). Para la preparación de la muestra 1 ml de producto fermentado se centrifugó 
durante 10 min a 14000 x g. El sobrenadante obtenido se filtró a través de una membrana 
de 0,45 μm (Millipore Corporation, Milford, MA 01757, USA) y 20 μl del filtrado se 
inyectaron en el cromatógrafo. Se utilizó una columna de intercambio iónico AMINEX HPX-
87H (BioRad Labs, Richmond, CA 94804, USA) y se obtuvo la absorbancia de los eluatos 
mediante un detector UV a 214 nm (Waters ™ 996, Millipore Corporation, Milford, MA 
01757, USA), en un tiempo de corrida de 30 min. La determinación se llevó a cabo a una 
velocidad de flujo de 0,7 ml/min, a 60 °C, utilizando H2SO4 0,009 N como fase móvil. La 
identificación de los ácidos se basó en la comparación de los tiempos de retención con 
soluciones estándar o patrones de ácidos (Tabla 1.1). El tiempo de retención de los ácidos se 
obtuvo a partir del cromatograma obtenido al analizar una solución acuosa de los 
estándares preparados con reactivos de grado HPLC (Sigma Chemical Co.). 
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Tabla 1.1: Tiempo de retención de soluciones estándar 
de ácidos orgánicos. 
 
Patrón 
Tiempo de retención 
(min) 
Ácido oxálico 5,7 
Ácido cítrico 6,4 
Ácido ascórbico 7,2 
Ácido pirúvico 7,4 
Ácido málico 7,6 
Ácido succínico 9,2 
Ácido láctico 10,0 
Ácido fórmico 11,0 
Ácido acético 12,0 
Ácido propiónico 14,0 
Ácido isobutírico 16,0 
Ácido butírico 17,4 
Ácido isovalérico 20,0 
 
 
Se realizaron curvas de calibración con ácido cítrico, ácido láctico, ácido acético, ácido 
propiónico y ácido butírico, mediante las cuales se calcularon las concentraciones de los 
mismos en las muestras. 
 
6.1.4. Cuantificación de polisacárido en leches fermentadas con gránulos de kefir 
Se realizó la extracción de exopolisacárido (EPS) a partir de leches fermentadas 24 y 48 
horas, con gránulos de kefir CIDCA AGK1 y CIDCA AGK10 en relación 10 % p/v. Para ello se 
empleó un protocolo optimizado previamente puesto a punto por miembros del grupo de 
investigación. Se tomaron 60 ml de leche fermentada, se centrifugaron 10000 g 15 min. Los 
sobrenadantes fueron trasvasados a otro recipiente y tratados con 2 volúmenes de etanol 
frío, colocándose estas mezclas a 4 °C por 24 h para la precipitación del polisacárido. La 
separación del polisacárido se realizó por centrifugación a 10000 xg a 4 °C 15 min. El 
precipitado obtenido fue disuelto en 6 ml de agua destilada caliente. Posteriormente se 
dializó esta solución con membranas con un tamaño de corte de 1000 Da (Spectra/Por® 7, 
Spectrum Laboratories Inc., USA), equilibradas con 2 L de agua bidestilada, durante 48 h a 
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4 °C. De este modo se eliminaron restos de lactosa. Finalizada esta etapa se verificó la 
ausencia de hidratos de carbono de bajo peso molecular por cromatografía en capa fina, y 
posteriormente se determinó la concentración de polisacárido por el método de Antrona 
descripto previamente 
 
6.1.5. Aproximación del grado de hidrólisis de proteínas lácteas 
Se realizó una aproximación del grado de hidrólisis de las proteínas lácteas durante la 
fermentación de la leche por gránulos de kefir, mediante determinación del nitrógeno TCA 
soluble y electroforesis SDS-PAGE.  
 
6.1.5.1. Determinación de nitrógeno TCA soluble 
Como aproximación del grado de hidrólisis de proteínas lácteas que se produce durante la 
fermentación con gránulos de kefir, se realizó una determinación de nitrógeno TCA soluble 
por el método de Hull (1947) modificado por Sample y col., 1984 (reactivo Folin-Ciocalteau: 
ácido fosfomolíbdico-ácido fosfotúngstico). Para ello, se tomaron 2 ml de producto 
fermentado y se añadió ácido tricloroacético para obtener una concentración final del 
mismo del 8 % p/v. Se centrifugó 10 minutos a 7000 xg, se tomaron 0,5 ml de sobrenadante 
y se le añadió 1 ml de solución de Na2CO3 15% p/v y hexametafosfatosódico 2% p/v, a los 5 
min se añadieron 0,3 ml de reactivo de Folin-Ciocalteau (FC) diluído (1 volumen de reactivo 
FC en 2 volúmenes de agua destilada). Luego de 5 min, se realizó la lectura de absorbancia a 
650 nm en un espectrofotómetro (Metrolab 330, Argentina). Se realizó una curva de 
calibración con solución de L-Tirosina con concentraciones entre 0 y 20 mg/100 ml. Se 
compararon los valores obtenidos entre los productos fermentados y con el control de leche 
sin fermentar. 
 
6.1.5.2. Análisis del perfil electroforético 
Mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) (Laemmli, 1970) se compararon los perfiles de proteínas de leches fermentadas con 
gránulos de kefir durante diferentes tiempos y de leche sin fermentar. También se 
analizaron las fracciones no microbianas por este método y mediante electroforesis Tricina 
SDS-PAGE (Schägger, 2006), con el objetivo de estudiar péptidos con baja masa molecular 
(1–100 kDa). La preparación de las muestras y soluciones, junto con el armado, corrida y 
coloración de los geles se detalla en el Apéndice. 
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7.  Evaluación de la susceptibilidad a la hidrolisis de las leches fermentadas con 
gránulos de kefir 
7.1.  Simulación del pasaje a través del tracto gastrointestinal 
Las leches fermentadas fueron sometidas a una digestión gastrointestinal simulada de 
acuerdo a protocolos previamente descriptos (Roesler & Rao, 2001; Hernández-Ledesma y 
col., 2004), los cuales fueron adaptados y optimizados para el presente trabajo. En primer 
término, 40 ml de leche sin fermentar o fermentadas, fueron sometidos a una hidrólisis con 
4 ml de solución (10X) de pepsina (Pepsine, from porcine gastric mucose – Sigma Aldrich, 
USA) en solución NaCl 125 mM; KCl 7 mM; NaHCO3 45 mM, pH 2, 37 °C, en agitación 150 
rpm durante 1,5 h. Luego se llevó a pH 6 con NaOH concentrado y se agregaron 4,5 ml de 
solución (10X) de pancreatina 0,1 % p/v y sales biliares 0,15% p/v (Pancreatin, from 
porcine páncreas, Sigma-Aldrich, USA; Bile Salt, Sigma-Aldrich, USA), pH 6, 37 °C, en 
agitación 150 rpm durante 3 h. Finalmente se detuvo la actividad enzimática por 
calentamiento a 85 °C durante 10 min. 
 
7.2.  Análisis del perfil peptídico antes y después de la digestión simulada mediante 
cromatografía líquida de alta presión en fase reversa 
Se analizó el perfil peptídico de leche sin fermentar, así como de leches fermentadas, antes y 
después de haber sido sometidas a la digestión simulada, mediante cromatografía líquida de 
alta presión en fase reversa (RP-HPLC). Se utilizó una columna C18 4,6x25 mm (Phenomenex, 
Torrance, CA, USA). La elución se realizó con Solvente A: 0,1 % v/v ácido trifluoroacético en 
agua; Solvente B: 0,1 % v/v ácido trifluoroacético en acetonitrilo. La columna fue 
equilibrada con 5 % Solvente B, luego se inyectaron 20 µl de muestra y se aplicaron los 
siguientes protocolos: con un flujo de corrida de 0,2 ml/min, 10 min 5% Solvente B, luego 
un gradiente lineal 60 min 5-65% B, finalmente 20 min 5% Solvente B; o bien 10 min 5 % 
Solvente B, seguido de un gradiente lineal 30 min 5-95% B, finalmente 15 min 5% Solvente 
B, con un flujo de elución de 0,7 ml/min. La detección se realizó a 220 nm, empleando un 
detector UV (Waters ™ 996, Millipore Corporation, Milford, MA 01757, USA). 
 
8.  Análisis estadístico 
Los resultados obtenidos fueron evaluados estadísticamente mediante análisis de varianza 
(ANOVA). Los resultados se expresaron como la media ± desviación estándar, para la 
evaluación estadística se realizó un análisis de varianza (ANOVA) seguido del Test de 
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Dunnet cuando se compararon todas las condiciones respecto a una condición control o Test 
de Tukey para comparaciones múltiples, con un nivel de significación α= 0,05. Se utilizó el 
programa GraphPad Prism, versión 5.01 para Windows (GraphPad Software, San Diego 
California USA). 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
1.  Caracterización de los gránulos de kefir y los productos fermentados 
En el presente estudio se obtuvo el kefir de manera artesanal, utilizando dos gránulos con 
distintos orígenes pertenecientes a la colección del CIDCA: CIDCA AGK1 y CIDCA AGK10, los 
cuales se cultivaron en leche descremada en relación 10 % p/v a 20 °C. Como paso inicial se 
planteó caracterizar los fermentos a utilizar y las leches fermentadas con los mismos. 
 
1.1.  Gránulos de kefir 
1.1.1. Aspecto macroscópico y microscópico de los gránulos 
El aspecto macroscópico de los gránulos utilizados en el presente trabajo se muestra en las 
Figuras 1.2. A y 1.2. B. Los gránulos de kefir presentan una estructura gelatinosa, son de 
color blanco o amarillento de aspecto similar al coliflor y su estado general se conserva a 
través de los sucesivos repiques. Los gránulos CIDCA AGK1 y CIDCA AGK10 presentaron un 
aspecto macroscópico similar entre sí y coincidente con las descripciones de los gránulos de 
kefir de distintos orígenes encontradas en literatura. La Figura 1.2. C corresponde a 
fotografías tomadas con microscopio electrónico de barrido de distintas zonas de los 
gránulos CIDCA AGK1, donde se observan claramente las bacterias y levaduras que los 
integran, coincidiendo con lo observado también en los gránulos CIDCA AGK10. 
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Figura 1.2: Aspecto macroscópico de gránulos de kefir (A) CIDCA AGK1 (B) CIDCA AGK10. 
(C) Fotografías obtenidas mediante microscopía electrónica de barrido de distintas zonas del 
gránulo AGK1 (5000X). 
 
En las fotografías obtenidas por microscopía electrónica se observó la presencia de una 
abundante cantidad de microorganismos, predominando las bacterias con forma de bacilos 
de distinta longitud y tamaño. No pudo detectarse la presencia de cocos. Las levaduras se 
encontraron dispersas entre los bacilos en algunas zonas en mayor cantidad que en otras. 
Estas fotografías resultaron similares a aquellas obtenidas por Zhou y col. (2009) de la 
superficie externa de gránulos de kefir tibetanos crecidos en leche, las cuales muestran que 
la porción externa de los gránulos contiene una alta densidad de lactobacilos cortos y 
levaduras, mientras que la interna presenta una matriz conteniendo levaduras y bacilos de 
mayor longitud rectos y curvados. Muchos autores han estudiado la distribución de los 
microorganismos en el interior de los gránulos de kefir y los resultados son controvertidos. 
Un grupo apoya la hipótesis de que las levaduras se encuentran generalmente en la zona 
interior e intermedia del gránulo, con predominio de bacilos y menor abundancia de cocos 
en el área de la superficie (Bottazzi & Bianchi, 1980; Lin y col., 1999). Por el contrario, otros 
investigadores (Rea y col., 1996; Guzel-Seydim y col., 2005; Jianzhong y col., 2009; 
Magalhães y col., 2011a) describen que las levaduras se distribuyen tanto en las zonas 
exteriores como interiores del gránulo. Además, estos autores postulan que el material 
fibrilar observado puede ser el polisacárido presente en todo el gránulo. Investigadores 
brasileros observaron una variación en la distribución de los microorganismos de acuerdo 
con el origen de los gránulos. En general, observaron bacilos, tanto en el interior como en el 
exterior, mientras que las levaduras fueron más frecuentes en la porción externa. Además 
A B 
C 
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observaron cocos en la parte exterior sólo en uno de los gránulos estudiados (Leite y col., 
2013a). Aunque se ha descripto que Lactococcus lactis es uno de los microorganismos 
predominantes de gránulos de kefir (Korsak y col., 2015), las micrografías mostradas en el 
presente trabajo no presentan microorganismos con morfología de cocos coincidiendo con 
lo reportado por otros quienes sugieren que es probablemente debido a una mala 
adherencia de lactococos a los gránulos que facilitaría su liberación en el proceso de lavado 
(Rea y col., 1996; Guzel-Seydim y col., 2005; Jianzhong y col., 2009; Magalhães y col., 2011a). 
Teniendo en cuenta la distribución de los microorganismos en la formación de los gránulos 
de kefir, es posible pensar que los microorganismos superficiales causen un mayor impacto 
en el proceso de fermentación de la leche (Farnworth & Mainville, 2008). 
 
1.1.2. Composición microbiológica de los gránulos de kefir 
Dado que se ha descripto la posible variación en la proporción de bacterias y levaduras 
presentes en diferentes gránulos de kefir (Garrote y col., 2010), los gránulos utilizados en 
este trabajo se caracterizaron en cuanto a su composición microbiológica. Los resultados 
obtenidos se detallan en la Tabla 1.2 y se expresan como log10 de unidades formadoras de 
colonia (UFC) por gramo de gránulo. 
 
Tabla 1.2: Composición microbiológica de gránulos de kefir, valores 
expresados como Log10 UFC/g. 
 
Gránulo BAL LEV 
CIDCA AGK1 8,93 ±0,11 a 7,14 ±0,29 a 
CIDCA AGK10 8,34 ±0,39 a 6,97 ±0,12 a 
UFC/g: unidades formadoras de colonia por gramo de gránulo. BAL: bacterias 
ácido lácticas. LEV: levaduras. Los valores con distintos superíndices son 
presentan diferencias significativas con un nivel α=0.05, comparando valores 
dentro de cada columna. 
 
Entre los gránulos de kefir estudiados no se observaron diferencias significativas en su 
composición microbiológica. En ambos se encontró un contenido de bacterias ácido lácticas 
del orden de 108 UFC/g y de levaduras del orden de 107 UFC/g coincidente con los 
resultados hallados previamente en los gránulos CIDCA AGK1, AGK2, AGK3 y AGK4 para las 
bacterias y en CIDCA AGK1, AGK2 y AGK4 para las levaduras, mientras que el gránulo AGK3 
presentó una concentración de levaduras un orden de magnitud mayor a la de los demás 
gránulos (Garrote y col., 2001). Garofalo y col. (2015) analizaron la composición 
microbiológica de gránulos con orígenes en diferentes zonas de Italia encontrando una 
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concentración de bacterias lácticas de entre 107 y 109 UFC/g y levaduras en el orden de 107 
UFC/g. da Cruz Pedrozo Miguel y col. (2010) estudiaron gránulos de kefir con origen en 
diferentes zonas de Brasil y EEUU, hallando una mayor concentración de bacterias lácticas 
viables en los gránulos de EEUU que alcanzó 1010 UFC/g, mientras que en las demás 
muestras analizadas se encontraron concentraciones de entre 105 y 109 UFC/g. 
Los gránulos de kefir están compuestos por bacterias lácticas homofermentativas y 
heterofermentativas, levaduras fermentadoras y no fermentadoras de lactosa y bacterias 
ácido acéticas (Garrote y col., 2001). La microbiota de los gránulos es variable y depende del 
origen de los gránulos, de las condiciones locales de cultivo, del método de elaboración y de 
almacenamiento del kefir (Dobson y col., 2011; Altay y col., 2013; Marsh y col., 2013).  
La microbiota de los gránulos de kefir utilizados en este estudio fue analizada mediante 
métodos dependientes e independientes de cultivo. Hamet y col. (2013) por electroforesis 
en geles con gradiente desnaturalizante químico (DGGE) evidenció que los gránulos AGK1 y 
AGK10 presentaban perfiles con alto porcentaje de similitud. Además en estos gránulos se 
ha identificado la presencia de L. kefiranofaciens, L. parakefiri, L. kefiri, Lc. lactis, L. 
plantarum, L. paracasei, Ln. mesenteroides, bacterias del género Acetobacter, S. unisporus, S. 
cerevisiae, K. marxianus e I. occidentalis (Garrote y col., 2010; Londero y col., 2012; Hamet y 
col., 2013; Diosma y col., 2014). 
Las variaciones en el equilibrio dinámico de la microbiota de los gránulos de kefir son 
responsables de los cambios en las propiedades fisicoquímicas, reológicas, sensoriales y 
nutricionales del kefir. 
 
1.1.3. Cinética de acidificación y aumento de biomasa 
El crecimiento simbiótico de la microflora que ocurre a 20 °C tanto en el gránulo como en la 
leche, produce por un lado, el aumento del número de microorganismos y por otro, el 
aumento de la masa de los gránulos. Se determinó la tasa de crecimiento de los gránulos de 
kefir CIDCA AGK1 y CIDCA AGK10, definida como aumento de peso por gramo de gránulo 
por subcultivo. Se observó que la tasa de crecimiento no fue significativamente diferente 
(p>0,05) entre gránulos, con valores de 0,14 ±0,06 g/g y 0,13 ±0,03 g/g respectivamente. 
Los gránulos duplicaron su peso en aproximadamente 5 subcultivos. Asimismo no se 
observaron diferencias en el aspecto macroscópico de los gránulos luego de 20 subcultivos 
sucesivos. El hecho de que la apariencia de los gránulos no se altere brinda información 
acerca de su estado fisiológico, el aumento de peso indica que la microbiota presente en los 
gránulos está activa y que el balance de microorganismos es adecuado siendo esto necesario 
para la síntesis de los componentes de la matriz que los inmovilizan (Garrote y col., 2010). 
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Los gránulos de kefir crecieron en leche produciendo un marcado descenso del pH durante 
las primeras 8 horas de incubación (Figura 1.3). Las leches fermentadas con gránulos AGK1 
y AGK10 alcanzaron un pH de 3,9 y 4,2 en 24 h y de 3,65 y 3,77 luego de 48 h 
respectivamente.  
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Figura 1.3: Cinética de acidificación de leche con gránulos de kefir 
inoculados al 10% (p/v) a 20 °C. (●) CIDCA AGK1 (■) CIDCA AGK10.  
 
 
Irigoyen y col. (2003) estudiaron el efecto de parámetros como la concentración de 
gránulos, la agitación y la temperatura en la acidificación del producto, demostrando que los 
factores estudiados tienen influyen significativamente en la evolución del pH durante la 
fermentación. La velocidad de acidificación aumentó con la cantidad de gránulo. La 
temperatura de fermentación también afectó tanto, la velocidad de acidificación como la 
acidez finalmente alcanzada. Estos son parámetros tecnológicos que pueden ser 
modificados en función de las características deseadas para el producto final. Por su parte 
Garrote y col. (2001) demostraron que cuando los gránulos de kefir son inoculados en leche 
al 1 % p/v la velocidad de acidificación es lenta, alcanzándose un pH 4 en 72 h; mientras que 
cuando se inoculan al 10 % p/v se alcanza un pH 4 en 6-8 h, estando la velocidad de 
acidificación estrechamente relacionada con la relación gránulo/leche utilizada. 
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1.2.  Leches fermentadas con gránulos de kefir 
1.2.1. Composición microbiológica de los productos fermentados 
Cuando los gránulos son inoculados en la leche parte de los microorganismos se 
desprenden, pasan a ella y también crecen. Se analizó la composición microbiológica de las 
leches fermentadas con los diferentes gránulos encontrándose en ambos productos una 
concentración de bacterias lácticas de 1,4-2,2 x108 UFC/ml y de levaduras de 2,2-5,8 x106 
UFC/ml (Tabla 1.3). 
 
Tabla 1.3: Composición microbiológica de leches fermentadas 24 h con 
gránulos de kefir sembrados al 10 % (p/v), expresados como log10 UFC/ml. 
 
Gránulo BAL LEV 
CIDCA AGK1 8,31 ±0,24 a 6,73 ±0,22 a 
CIDCA AGK10 8,09 ±0,28 a 6,27 ±0,31 a 
UFC/ml: unidades formadoras de colonia por ml de leche fermentada. BAL: 
bacterias ácido lácticas. LEV: levaduras. Los valores con distintos 
superíndices presentan diferencias significativas con un nivel α=0,05, 
comparando valores dentro de cada columna. 
 
Witthuhn y col. (2005) reportaron que los niveles de bacterias lácticas y levaduras 
presentes en el kefir son muy variables y van desde 6,4 x104 a 8,5 x108 y de 1.5 x105 a 3,7 
x108 UFC/ml, respectivamente. Irigoyen y col. (2005) informaron que, además de una 
población viable de 108 UFC/ml de lactobacilos y lactococos y 105 UFC/ml de levaduras, el 
kefir también contenía bacterias ácido acéticas en el orden de 106 UFC/ml después de 24 h 
de fermentación. Magalhães y col. (2011a) informaron un contenido de bacterias lácticas de 
hasta 1012 UFC/ml y de levaduras de 108 UFC/ml luego de 24 h de fermentación. Además 
cuantificaron el contenido de bacterias ácido acéticas, reportando una concentración de 
entre 105 y 107 UFC/ml pertenecientes al género Acetobacter. Las cantidades de levadura en 
el kefir son variables, con valores que oscilan desde 103 a 106 UFC/ml (Simova y col., 2002; 
Farnworth, 2005; Guzel-Seydim y col., 2005; Irigoyen y col., 2005; Grønnevik y col., 2011). 
En general, las bacterias ácido lácticas son más numerosas que las levaduras y las bacterias 
ácido acéticas en los gránulos de kefir de leche, sin embargo las condiciones de 
fermentación pueden afectar este patrón de distribución de microorganismos en los 
productos fermentados (Magalhães y col., 2011a) como también a las características 
fisicoquímicas de los mismos. Londero y col. (2012) analizaron la composición 
microbiológica de leche fermentada con gránulos AGK10 mediante métodos independientes 
de cultivo, identificando la presencia de L. kefiranofaciens, L. kefiri, L. parakefiri y Lc. lactis. 
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Con respecto a las levaduras, detectaron la presencia de S. unisporus, K. marxianus, S. 
cerevisiae y K. exigua o K. turicensis. 
 
1.2.2. Composición química de la leche fermentada con gránulos de kefir 
1.2.2.1. Determinación del contenido de azúcares totales 
Dado que el contenido de lactosa es el macrocomponente que presenta mayor variación 
durante la fermentación de de leche en la obtención de kefir, se cuantificó el contenido de 
azúcares totales, en leches fermentadas con gránulos de kefir durante 24 y 48 h a 20 °C y en 
leche sin fermentar, mediante el método de Antrona (Tabla 1.4). 
 
Tabla 1.4: Concentración de azúcares totales (g/100 ml) en leches fermentadas 
con gránulos de kefir CIDCA AGK1 y CIDCA AGK10 inoculados al 10 % (p/v) 
durante 24 y 48 h. 
 
 Azúcares totales (g/100ml) 
 24 h 48 h 
Leche fermentada gránulos AGK1 3,73 ±0,17 b 3,59 ±0,25 b 
Leche fermentada gránulos AGK10 3,90 ±0,21 b 3,56 ±0,20 b 
Leche sin fermentar 4,62 ±0,20 a 
 
Los diferentes superíndices indican valores significativamente diferentes del 
control de leche sin fermentar con nivel α=0,05. 
 
El contenido de azúcares totales en leche sin fermentar fue de 4,62 %, mientras que las 
leches fermentadas con gránulos AGK1 y AGK10 durante 24 h presentaron una disminución 
del contenido de azúcares totales, con valores de 3,7 y 3,9 % respectivamente, y luego de 
48 h el contenido de azúcares totales fue menor, con valores de 3,5 %. 
Se analizaron los azúcares simples presentes en la fracción no microbiana de kefir mediante 
cromatografía en capa fina y se calcularon los valores de Rf para cada muestra, tal como se 
describió en la sección Materiales y Métodos del presente Capítulo (Figura 1.4 y Tabla 1.5). 
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Figura 1.4: Cromatografía en capa fina. Determinación de azúcares simples en la 
fracción no microbiana de kefir obtenido con gránulos CIDCA AGK1, CIDCA AGK10 
durante 24 y 48 h y en sobrenadante de leche sin fermentar. 
 
 
 
Tabla 1.5: Valores de Rf calculados para patrones y 
muestras analizadas mediante TLC. 
 
Muestra Rf 
Glucosa 0,58 
Lactosa 0,34 
Galactosa 0,50 
AGK1 24h 0,34 / 0,50 
AGK1 48h 0,34 / 0,50 
AGK10 24h 0,34 / 0,50 
AGK10 48h 0,34 
 
En las muestras de fracción no microbiana de kefir obtenido con gránulos CIDCA AGK1 tanto 
a las 24 como a las 48 h se observó una mancha intensa con un valor de Rf equivalente al del 
patrón de lactosa y otra mancha de menor intensidad con Rf coincidente con el de galactosa. 
La fracción no microbiana de kefir obtenida con gránulos CIDCA AGK10 presentó a las 24 h 
2 manchas coincidentes con lactosa y galactosa, mientras que a las 48 h sólo se detectó la 
mancha coincidente con el patrón de lactosa (Figura 1.4). También se analizó de la misma 
manera el sobrenadante de leche sin fermentar, el cual presentó una única mancha con Rf 
equivalente al patrón de lactosa. La presencia de galactosa en las muestras podría provenir 
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de la hidrólisis de la lactosa por los microorganismos. La menor intensidad en la 
concentración de galactosa y el hecho de que no se detecte glucosa es un indicio de que 
estos azúcares están siendo consumidos por las bacterias y las levaduras del gránulo de 
kefir como fuente de carbono o también pueden emplearlos en la formación de polisacárido 
(kefiran) para la generación de biomasa durante el proceso de fermentación (Alm, 1982; 
Irigoyen y col., 2005). Las diferencias observadas entre los gránulos a las 48 h podría 
deberse a que están compuestos por diferentes poblaciones microbianas. 
 
De acuerdo a los resultados el principal azúcar presente en leche fermentada corresponde a 
lactosa. El contenido de lactosa remanente luego de 24 h de fermentación con gránulos 
AGK1 y AGK10, corresponde a un 80,8 % y 85,6% respectivamente, del contenido en la leche 
sin fermentar. Luego de 48 h estos valores descienden a un 75,6 % y 76,9 %. Assadi y col. 
(2000) elaboraron kefir en leche inoculando los gránulos en relación 5% p/v y reportaron 
que luego de 24 h de fermentación a 25 °C se consumió un 1,4 % de lactosa, lo cual refleja un 
valor inferior al obtenido en el presente trabajo. Sin embargo, de manera similar a lo 
encontrado en el presente trabajo, García Fontán y col. (2006) hallaron que el contenido de 
lactosa en leche bovina fermentada con cultivos iniciadores de kefir comerciales se redujo 
de 4,92 % a 4,02 % luego de 24 h de fermentación, lo que equivale a un 81 % de lactosa 
remanente. Por otro lado, Irigoyen y col. (2005) describieron los mismos valores de 
consumo de lactosa que los obtenidos en este estudio, luego de 24 h de fermentación a 25 °C 
inoculando los gránulos en leche en relación 5 % p/v. También reportaron que el porcentaje 
de gránulos de kefir utilizado como inóculo influyó en el contenido de lactosa del producto 
obteniéndose un nivel superior de azúcar remanente con el menor porcentaje de inóculo. 
Similar a los valores encontrados en kefir, Cheng (2010) informó que en otra leche 
fermentada como lo es un yogur comercial, se degrada un 20 % de la lactosa original. 
 
1.2.2.2. Cuantificación de ácidos orgánicos 
El consumo de lactosa produce un descenso de pH que está asociado a la producción de 
ácidos orgánicos durante la fermentación. Ésta es una característica importante, debido a 
que los ácidos orgánicos están vinculados con las propiedades organolépticas e inhibitorias 
de los productos fermentados. El análisis de los ácidos orgánicos en las leches fermentadas 
se realizó por cromatografía líquida de alta presión (High Pressure Liquid Chromatography, 
HPLC) utilizando una columna de intercambio iónico, empleando ácidos orgánicos de grado 
analítico como patrones para la identificación. 
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El cromatograma de leche sin fermentar presentó 4 picos con tiempos de retención 5,4; 6,0; 
6,5 y 10,9 min (Figura 1.5). El pico a tiempo 6,5 min coincidió con el del patrón de citrato, 
este compuesto está presente en altas concentración en la leche estabilizando las micelas de 
caseína. El pico a los 11,0 min podría coincidir con el de ácido fórmico; mientras que los 
picos a 5,4; 6,5 no coincidieron con el tiempo de retención de ninguno de los ácidos 
orgánicos incluidos como referencia: oxálico (5,7 min), ascórbico (7,2 min), pirúvico (7,4 
min), málico (7,6 min), succínico (9,2 min), láctico (10 min), acético (12 min), propiónico 
(14 min), isobutírico (16), butírico (17,4 min) e isovalérico (20 min). Asimismo se 
observaron picos menores que no fueron identificados. 
 
 
Figura 1.5: Cromatograma de leche sin fermentar. Detector UV λ=214 nm. UA: Unidades 
arbitrarias. 
 
Al fermentar leche con gránulos de kefir al 10 % p/v durante 24 y 48 h, se observó un 
aumento de las áreas bajo los picos con tiempos de retención equivalentes a los ácidos 
succínico (9,2 min), láctico (10 min), acético (12 min), mientras que el área del pico con 
tiempo de retención correspondiente al de ácido cítrico (6,5 min) disminuyó en el producto 
fermentado en función del tiempo, respecto a la leche sin fermentar (Figuras 1.6 y 1.7). 
Asimismo se observó un aumento del área de picos con tiempos de retención 6,0; 14,6; 16,6 
min que no pudieron ser identificados. Estos resultados se observaron en leches 
fermentadas tanto con los gránulos CIDCA AGK1 como CIDCA AGK10. 
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Figura 1.6: Perfil de ácidos orgánicos. Cromatogramas correspondientes a: (●) Leche sin 
fermentar (●) Leche fermentada con gránulos de kefir CIDCA AGK1 inoculados al 10 % p/v 
durante 24 h a 20 C° y (●) durante 48 h. Detector UV λ=214 nm. UA: Unidades arbitrarias. 
 
 
Figura 1.7: Perfil de ácidos orgánicos. Cromatogramas correspondientes a: (●) Leche sin 
fermentar (●) Leche fermentada con gránulos de kefir CIDCA AGK10 inoculados al 10 % p/v 
durante 24 h a 20 °C y (●) durante 48 h. Detector UV λ=214 nm. UA: Unidades arbitrarias. 
 
A partir de los cromatogramas se determinaron las concentraciones de ácido láctico y 
acético en las leches fermentadas. Las mismas fueron calculadas mediante curvas de 
calibración construidas con soluciones de ácidos de concentración conocida. La 
concentración de ácido láctico, ácido acético y el pH de leches fermentadas inoculadas al 10 
% p/v con gránulos de kefir CIDCA AKG1 y CIDCA AGK10 durante 24 y 48 h a 20 °C se 
detalla en la Tabla 1.6. 
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Tabla 1.6: pH y concentración de ácido láctico y acético en leches fermentadas con 
gránulos de kefir CIDCA AGK1 y AGK10 inoculados al 10 % (p/v) a 20 °C durante 24 y 48 h. 
 
Tiempo 
(h) 
pH 
Ác. Láctico 
      (mM)           (% p/v) 
Ác. Acético 
 (mM)          (% p/v) 
CIDCA 
AGK1 
24 3,90 ±0,09 92,5 ±6,3 a 0,83 4,3 ±5,5 a 0,03 
48 3,65 ±0,12 147,7 ±15,3 a 1,32 9,8 ±2,2 a 0,06 
CIDCA 
AGK10 
24 4,21 ±0,10 86,2 ±9,1 a 0,77 4,6 ±2,7 a 0,03 
48 3,70 ±0,15 125,4 ±8,4 a 1,12 11,3 ±5,9 a 0,06 
Los valores con distintos superíndices presentan diferencias significativas con un nivel 
α=0,05, comparando valores dentro de cada columna. ANOVA seguido de Test de Tukey. 
 
Como se mencionó anteriormente, el kefir contiene bacterias ácido lácticas tanto homo- 
como hetero-fermentativas, lo que explica la producción de ácido láctico y acético durante la 
fermentación de la leche. Las bacterias lácticas fermentan azúcares principalmente 
mediante dos rutas. La vía de Embden-Meyerhof-Parnas que conduce casi exclusivamente a 
la producción de ácido láctico, conociéndose como fermentación homoláctica. Por otro lado 
pueden utilizar la vía de las pentosas fosfato que conduce a la generación de cantidades 
significativas de otros productos finales tales como etanol, acetato y CO2, además de ácido 
láctico y es conocida como fermentación heteroláctica (Axelsson, 2004). Si bien estas vías 
son las más frecuentes, diferentes condiciones de crecimiento pueden afectar 
significativamente los productos finales formados por las bacterias lácticas 
fundamentalmente debido al desvío del piruvato hacia rutas metabólicas alternativas y/o al 
uso de aceptores externos de electrones. 
La presencia de citrato en la leche puede incidir en la formación de productos metabólicos 
distintos a los ácidos láctico y acético durante la fermentación. El citrato puede ser 
metabolizado por algunas bacterias lácticas, con la consecuente producción de diacetilo, 
acetoína, formiato, acetato o succinato, dependiendo de la bacteria y las condiciones de 
crecimiento (Axelsson, 2004). Su metabolismo se ha estudiado en mayor detalle para 
Lactococcus lactis subsp. diacetylactis, Leuconostoc sp. y Weissella sp. que son empleadas 
para la síntesis de compuestos aromáticos en la industria láctea (García Quintans y col., 
2008). Sin embargo también se ha descripto en especies del género Lactobacillus tales como 
L. casei, L. plantarum, L. viridensces, L paracasei, L. zeae y L. rhamnosus (Skeie y col., 2008), 
algunas de ellas presentes en estos gránulos de kefir (Garrote y col., 2001; Londero y col., 
2012). La disminución de citrato durante la fermentación que se observa en los 
cromatogramas acompañada del aumento de un pico con tiempo de retención equivalente al 
succinato podría indicar que algunos de los microorganismos presentes en el kefir lo 
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utilizarían, contribuyendo a las características organolépticas típicas de este producto 
(Rattray & O'Connel, 2011). 
 
García Fontán y col. (2006) estudiaron la producción de ácidos orgánicos en leche bovina 
utilizando cultivos iniciadores de kefir comerciales. Ellos encontraron que el valor de L(+)-
ácido láctico aumentó de 0,01 % a 0,76 % y el pH fue de 4,24 con una fermentación de 24 h. 
En otro estudio, Magalhaes y col. (2011a) mostraron que el contenido de ácido láctico en el 
kefir preparado con una relación 10 % gránulo/leche alcanzó hasta 1,74 % y la de ácido 
acético 0,27 %. Las concentraciones de ácido láctico y acético informadas por Garrote y col. 
(2010) en leches fermentadas con gránulos de kefir de distintos orígenes fueron de entre 
1,30-2,30 % y 0,13-0,29 % p/v respectivamente. Por otro lado, Londero y col. (2011) 
informaron que, durante la fermentación de diferentes sueros de quesería con gránulos de 
kefir CIDCA AGK10 al 10 % p/v, la concentración de ácido láctico alcanza valores de entre 
0,84 y 1,20 % p/v. Leite y col. (2013b) analizaron leche fermentada con gránulos de kefir de 
origen brasilero en relación 3 % p/v e informaron una concentración de ácido láctico y 
acético de 0,74 y 0,09 %. En su estudio no detectaron ácido succínico, ni fórmico. Guzel-
Seydim y col. (2000) analizaron la producción de ácidos orgánicos y compuestos volátiles en 
kefir preparado en leche al 0,625 % p/v. Ellos obtuvieron una concentración de ácido láctico 
de 0,6 % en 24 h de fermentación a 25 °C, mientras que no detectaron ácido acético, 
propiónico ni butírico. También observaron una disminución en la concentración de citrato 
durante la fermentación. Estas diferencias en las concentraciones de ácidos orgánicos y 
metabolitos detectadas por los diferentes estudios podrían atribuirse fundamentalmente a 
variaciones en la microflora de los diferentes gránulos y a las distintas condiciones de 
elaboración de kefir. 
 
1.2.2.3. Cuantificación de exopolisacáridos en leches fermentadas 
La producción de exopolisacáridos (EPS) es una característica importante que poseen 
ciertas especies de microorganismos. La producción in situ de EPS contribuye a las 
propiedades reológicas y a la textura del producto que se obtiene (Frengova y col., 2002). El 
polisacárido producido por los microorganismos inmersos en los gránulos de kefir, se 
conoce comúnmente como “kefiran” según lo propuesto por La Rivière y col. (1967). El 
mismo podría contribuir a los efectos beneficiosos para la salud del consumidor atribuidos 
al kefir (Medrano y col., 2008, 2011; Chen y col., 2012). 
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El kefiran se disuelve lentamente en agua fría, de forma rápida en agua caliente y precipita 
en dos volúmenes de etanol frío. Estas propiedades se utilizaron para su aislamiento y 
purificación a partir de las leches fermentadas tal como se describió en la sección Materiales 
y Métodos del presente Capítulo. 
La concentración de polisacárido obtenida en leches fermentadas con gránulos de kefir fue 
de aproximadamente 200 mg/L, (Tabla 1.7). No se observaron diferencias significativas 
entre los tiempos de fermentación analizados ni entre los gránulos. 
 
 
Tabla 1.7: Concentración de EPS (mg/l) en leches fermentadas con gránulos de kefir 
CIDCA AGK1 y CIDCA AGK10 inoculados al 10 % (p/v) durante 24 y 48 h. 
 
 EPS (mg/l) 
24 h 48 h 
Leche fermentada gránulos AGK1 212,92 ±39,02a 216,90 ±31,79a 
Leche fermentada gránulos AGK10 234,10 ±40,87a 219,76 ±24,08a 
Los diferentes superíndices indican valores significativamente diferentes con un 
nivel α=0.05. 
 
 
Rimada y Abraham, (2001 y 2003) estudiaron la producción de exopolisacárido en kefir, 
observaron que el polisacárido sintetizado por microorganismos del kefir, se exporta a los 
medios de cultivo alcanzando valores de 250 y 218 mg/l de kefiran en suero de leche y 
leche, respectivamente. Se cree que L. kefiranofaciens subsp kefiranofaciens es el principal 
productor del kefiran que compone los gránulos de kefir y que además, la producción de 
este polisacárido se estimula cuando dicho microorganismo crece en co-cultivo con S. 
cerevisiae (Cheirsilp y col., 2003). 
 
1.2.2.4. Determinación del grado de proteólisis 
La leche contiene sólo pequeñas cantidades de aminoácidos y péptidos cortos, por lo que las 
bacterias lácticas dependen de su sistema proteolítico para obtener los aminoácidos 
esenciales a partir de caseínas durante el crecimiento en la leche (Hébert y col., 2008; 
Lamarque y col., 2011). Este sistema proteolítico no sólo es esencial para el crecimiento 
bacteriano, sino que también contribuye al desarrollo de sabor y textura de los productos 
fermentados y puede promover la salud humana a través de la liberación de péptidos 
bioactivos durante la fermentación de la leche (Hébert y col., 2008, 2010; Savijoki y col., 
2006). Las proteínas lácteas son una fuente importante de péptidos bioactivos (Clare & 
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Swaisgood, 2000; Silva & Malcata, 2005; Fitzgerald & Murray, 2006; Korhonen & Pihlanto, 
2006; Szwajkowska y col., 2011). De hecho, varios péptidos con actividad 
inmunomoduladora, antimicrobiana, opioide y antihipertensiva se han aislado de productos 
lácteos fermentados (Fitzgerald & Murray, 2006; Hayes y col., 2007). 
Hasta el momento, pocos trabajos científicos han focalizado sus estudios en la actividad 
proteolítica del consorcio microbiano que forma los gránulos de kefir, ya que en general lo 
han hecho abordando la temática utilizando cepas aisladas o cultivos mixtos de cepas 
conocidas. A fin de caracterizar la actividad proteolítica de los microorganismos presentes 
en los gránulos de kefir CIDCA AGK1 y CIDCA AGK10 se emplearon técnicas que brindan 
información complementaria: se evaluó la aparición de productos de hidrólisis mediante la 
cuantificación de nitrógeno soluble en ácido tricloroacético (TCA), se analizó la proteólisis 
por electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE y Tricina-SDS-
PAGE) y se caracterizaron los fragmentos peptídicos obtenidos luego de la fermentación 
mediante HPLC de fase reversa. 
 
1.2.2.4.1. Evaluación de la aparición de productos de hidrólisis mediante la 
cuantificación de nitrógeno TCA soluble 
El nivel de nitrógeno TCA soluble de las leches fermentadas con gránulos de kefir durante 
24, 48 y 72 h, y luego de 7 días de fermentación se midió por el método de Hull (1947) 
modificado por Samples y col. (1984). Este método cuantifica el aumento de aminoácidos 
aromáticos en la fracción TCA soluble expresados como L-tirosina (L-Tyr). Para ello se 
separaron los péptidos pequeños y los aminoácidos de las proteínas y componentes de 
mayor tamaño molecular mediante el agregado de TCA al 8 %, luego se centrifugó y se 
agregó el reactivo de Folin–Ciocalteau al sobrenadante, desarrollando color azul debido a la 
reducción del fosfomolibdato-fosfotungstato del reactivo, por los aminoácidos aromáticos. 
La intensidad de color se mide espectrofotométricamente y se convierten a su equivalente 
en mg L-Tyr/100 ml utilizando una curva estándar. 
 
En la Figura 1.8 se muestran los resultados obtenidos en cuanto a los niveles de productos 
de hidrólisis de proteínas expresados como su equivalente en mg L-Tyr/100 ml en función 
del tiempo de fermentación. 
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Figura 1.8: Concentración de nitrógeno TCA-soluble en leche 
fermentada. (●) Leche fermentada con gránulos CIDCA AGK1 (■) AGK10, 
inoculados al 10 % (p/v), durante distintos tiempos. * Diferencias 
significativas respecto al tiempo cero, con nivel α=0,05. 
 
 
Como se observa en la Figura 1.8 los gránulos de kefir no producen un aumento significativo 
en la concentración de nitrógeno TCA soluble en los tiempos de fermentación 
correspondientes a su consumo en su forma tradicional, en tanto que sí lo hace luego de 
72 h de fermentación. Al cabo de 7 días de fermentación a 20 °C se observó un aumento 
significativo de nitrógeno TCA soluble respecto a la leche sin fermentar, aunque en estas 
condiciones el producto obtenido presentó aspecto y aroma desagradable. Los resultados 
obtenidos indicarían que los gránulos CIDCA AGK1 y AGK10 poseen baja actividad 
proteolítica. 
En relación al contenido de aminoácidos libres generados durante la fermentación, Irigoyen 
y col. (2012) reportaron que el contenido de los mismos en kefir obtenido por inoculación 
de gránulos en leche al 5 % p/v durante 24 h a 25 °C resultó menor al encontrado en 
muestras de yogures comerciales. El kefir contiene un mayor número y variedad de 
microorganismos, que podrían consumirlos y contribuir a las diferencias observadas entre 
los diferentes productos. Además evidenciaron diferencias en los perfiles de aminoácidos 
libres detectados en los distintos productos. Sin embargo, Simova y col. (2006) describieron 
que la concentración de aminoácidos libres obtenida con una mezcla de cepas aisladas de 
kefir resultó mayor a la obtenida en un yogur comercial y que la producción de aminoácidos 
está relacionada con el crecimiento y la acidificación del medio. 
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1.2.2.4.2. Evaluación de la proteólisis por electroforesis en geles de poliacrilamida 
desnaturalizantes (SDS-PAGE y Tricina SDS-PAGE) 
Se analizaron los perfiles proteicos de leche descremada comercial sin fermentar y leches 
fermentadas con gránulos de kefir durante distintos tiempos mediante electroforesis SDS-
PAGE y Tricina SDS-PAGE. Los geles obtenidos se presentan en la Figura 1.10. Para la 
corrida se utilizó tanto un buffer Tris-Glicina o bien la condición con buffer Tris-Tricina que 
permite la mejor resolución de péptidos de bajos pesos moleculares. 
 
 
Figura 1.9: Geles de poliacrilamida, SDS-PAGE (A) Gel 12,8% acril-bis. L: Leche sin 
fermentar, Leche fermentada durante 24 y 48 h a 20 °C con gránulos AGK1 inoculados al 10 % 
p/v. (B) Gel gradiente 10-20 % acril-bis. L: Leche sin fermentar. Leche fermentada durante 24 
y 48 h a 20 °C con gránulos AGK10 inoculados al 10 % p/v. (C) Gel Tricina-SDS PAGE, 16% 
acril-bis. Leche Fermentada durante 24, 48 h y 7 días a 20 °C con gránulos AGK1 inoculados al 
10 % p/v. αS1/αS2/β/κ-cas: caseínas. β-LG: β-lactoglobulina. α-LA: α-lactoalbúmina. 
 
En la Figura 1.9 A, en la primer calle se visualizaron las bandas correspondientes a 
diferentes fracciones proteicas mayoritarias de la leche sin fermentar como son la 
lactoferrina (80 kDa), seroalbúmina (67 kDa), cadenas pesadas de inmunogammaglobulinas 
(IgGP), caseínas (26-32 kDa), β-lactoglubulina (18,4 kDa), α-lactoalbúmina (14,4 kDa). 
Luego de la fermentación con gránulos de kefir AGK1 y AGK10 durante 24 y 48 h, no se 
observaron diferencias significativas en los perfiles electroforéticos respecto a la leche 
control sin fermentar (Figura 1.9 A y B). La Figura 1.9. C, presenta una fotografía del gel de 
poliacrilamida Tricina SDS-PAGE donde se analizó la leche fermentada con gránulos AGK1 
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durante distintos tiempos de fermentación. Se observó que los perfiles obtenidos con 24 y 
48 h de fermentación no difieren entre sí significativamente. A los 7 días se evidenció la 
proteólisis de las bandas correspondiente a las α- β y κ-caseínas. Además se detectó una 
disminución en la intensidad de las bandas de pesos moleculares inferiores correspondiente 
a β-lactoglubolina y α-lactoalbúmina. Sin embargo, por esta metodología no se visualizó la 
aparición de bandas de menor peso molecular. 
Por otro lado se analizaron en forma comparativa las fracciones que quedan después de la 
separación de las caseínas por centrifugación de leche fermentada con gránulos AGK1 y 
AGK10 durante 24 y 48 h o 21 días y de leche acidificada con ácido láctico y ácido acético 
hasta pH 3,8 (Figura 1.10). 
 
 
 
 
Figura 1.10: Geles de poliacrilamida, SDS-PAGE. (A) Gel 12,8 % acril-bis. Fracción de 
proteínas solubles en sobrenadantes de leche acidificada (LAA) y sobrenadante de leches 
fermentadas durante 24 y 48 h a 20 °C con gránulos AGK1 inoculados al 10 % p/v. 
(B) Gradiente 10-20% Acril-bis. Sobrenadantes de leche acidificada (LAA) y sobrenadantes de 
leche fermentada durante 48 h y 21 días a 20 °C con gránulos AGK1 y AGK10 inoculados al 10 
% p/v. (C) Tricina SDS-PAGE. 16% Acril-bis. Sobrenadantes de leche fermentada 48 h y 21 días 
a 20 °C con gránulos AGK1 y AGK10 inoculados al 10 % p/v y sobrenadante de leche 
acidificada (LAA), tinción con plata. β-LG: β-lactoglobulina. α-LA: α-lactoalbúmina. 
 
En estos geles se observaron las bandas características de las proteínas del suero de leche, 
las cuales no precipitan a pH ácido y se mantienen solubles en el sobrenadante luego de la 
fermentación. Como se observa en la Figura 1.10 A, no se detectaron diferencias 
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significativas entre el perfil proteico del sobrenadante de leche artificialmente acidificada y 
fermentada con gránulos de kefir durante 24 y 48 h. En la Figura 1.10 B se observó que si la 
fermentación se prolonga durante 21 días se produce la desaparición total de la banda de 
peso molecular 14,4 kDa, correspondiente a la α-lactoalbúmina. En la Figura 1.10 C se 
analizaron las mismas fracciones en un gel de poliacrilamida Tricina SDS-PAGE y se 
confirmaron los resultados dado que a las 48 h no se evidenciaron cambios significativos 
entre los perfiles de leche fermentada y leche acidificada, mientras que se observó la 
completa desaparición de la banda 14,4 kDa correspondiente a α-lactoalbúmina luego de 21 
días de fermentación; sin embargo tampoco se detectó en este gel, la aparición de péptidos 
con menores pesos moleculares posiblemente debido a que el método empleado no posee la 
sensibilidad suficiente para poder visualizar péptidos pequeños en bajas concentraciones. 
Ferreira y col. (2010) estudiaron la proteólisis de las principales proteínas de la leche y del 
suero de quesería por la acción de los microorganismos de los gránulos de kefir mediante 
HPLC de fase reversa. Ellos describieron que durante el proceso de fermentación se produce 
una disminución significativa de κ-, α- y β-caseínas y de α-lactoalbúmina, la cual es 
dependiente de la concentración de inóculo que se utiliza. En su estudio evidenciaron un 
elevado grado de proteólisis de la α-lactoalbúmina y la β-caseína, resultado que concuerda 
con lo encontrado en el presente trabajo. En cuanto a la proteólisis de proteínas de suero de 
leche describieron una mayor susceptibilidad a la hidrólisis de α-lactoalbúmina, mientras 
que la hidrólisis de β-lactoglobulina no fue significativa, coincidiendo con los resultados 
obtenidos en el presente trabajo. 
Si bien el análisis de la proteólisis generada por el consorcio microbiano de kefir ha sido 
relativamente poco estudiada, muchos autores han evidenciado la actividad proteolítica de 
cepas aisladas. Entre las cepas con capacidad proteolítca presentes en los gránulos de kefir 
podrían citarse L. kefiri DR22x, productora de una proteasa extracelular (Kabadjova-
Hristova y col., 2006), Lactococcus cremoris Z20S (Yüksekdag y col., 2004a), L. helveticus 
MP12, L. bulgaricus HP1 y L. lactis C15 (Simova y col., 2006). 
 
1.2.2.4.3. Caracterización de los fragmentos peptídicos en la fracción no microbiana 
de kefir mediante HPLC de fase reversa  
Se evaluó la liberación de péptidos durante la fermentación de leche por los gránulos de 
kefir mediante HPLC de fase reversa (Reverse Phase-HPLC, RP-HPLC) utilizando una 
columna de superficie hidrofóbica C18. En las Figuras 1.11 y 1.12 se presentan los 
cromatogramas obtenidos con un detector UV (220 nm) donde se analizó leche sin 
fermentar, fermentada con gránulos CIDCA AGK1 24 y 48 h y los respectivos sobrenadantes. 
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La señal obtenida a tiempos de retención bajos corresponderían a péptidos y proteínas 
solubles de carácter predominantemente hidrofílico, mientras que a mayores tiempos de 
retención predominarán los péptidos y proteínas más hidrofóbicos. 
 
Como puede verse en la Figura 1.11, los cromatogramas obtenidos de muestras de leche y 
leche fermentada durante 24 y 48 h, presentaron picos acumulados entre los 5 y los 8 min, 
que podrían corresponder a las fracciones solubles, hidrofílicas y picos amplios y de mayor 
intensidad a tiempos de retención mayores que podrían corresponder a las fracciones 
hidrofóbicas. 
 
 
Figura 1.11: Cromatogramas RP-HPLC. (●) Leche sin fermentar  (●) Leche fermentada con 
gránulos AGK1 24h  y (●) 48 h. (----) Concentración de Solvente B (TFA 0,1 % en Acetonitrilo) 
en función del tiempo. Detector UV λ=220 nm. UA: Unidades arbitrarias. 
 
 
Cuando se analizaron utilizando el mismo protocolo de elución y de detección, los 
sobrenadantes de leche acidificada artificialmente y de leche fermentada con gránulos de 
kefir durante 24 y 48 h después de la separación de las fracciones caseínicas, se observó un 
aumento en la intensidad de las fracciones hidrofílicas encontrándose muchos picos 
acumulados entre los 5 y 10 min y no se observaron los picos a tiempos de retención 
cercanos a los 35 min (Figura 1.12). 
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Figura 1.12: Cromatogramas RP-HPLC. (●) Sobrenadante de leche sin fermentar acidificada  
(●) Leche fermentada con gránulos AGK1 24h  y (●) 48 h. (----) Concentración de Solvente B 
(TFA 0,1 % en Acetonitrilo) en función del tiempo. Detector UV λ=220 nm. UA: Unidades 
arbitrarias. 
 
 
A fin de aumentar la separación de las fracciones hidrofílicas se modificó el flujo de elución 
(0,2 ml/min) y el gradiente de solvente B utilizado (de 5 a 65%). A continuación se presenta 
el cromatograma obtenido de los perfiles peptídicos de leche sin fermentar y fermentada 
con gránulos AGK1 sembrados al 10 % p/v durante 24h a 20 °C (Figura 1.13). 
 
 
Figura 1.13: Cromatograma RP-HPLC . (●) Leche sin fermentar acidificada (●) Leche 
fermentada con gránulos AGK1 24 h. (----) Concentración de Solvente B (TFA 0,1 % en 
Acetonitrilo) en función del tiempo. Detector UV λ=220 nm. UA: Unidades arbitrarias. 
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En los perfiles obtenidos mediante RP-HPLC pudieron detectarse diferencias 
fundamentalmente entre los 15-20 y a los 48 min, indicando que la fermentación de leche 
por gránulos de kefir genera cambios menores en el perfil peptídico del producto 
obtenido (Figura 1.13). 
Ebner y col. (2015) realizaron un análisis exhaustivo del perfil de péptidos de leches 
fermentadas con gránulos de kefir con la finalidad de investigar la contribución potencial de 
péptidos bioactivos a los efectos fisiológicos de este producto. Mediante la aplicación de 
técnicas de proteómica y bioinformática, identificaron 257 péptidos, derivados 
principalmente de la β-caseína, seguidos de αS1, κ y αS2-caseínas. De estos péptidos, un total 
de 236 fueron detectados únicamente en el kefir, y no en la leche sin fermentar, lo que 
indica que la etapa de fermentación altera la composición de la fracción peptídica. Por 
último, 16 de los péptidos identificados habían sido descriptos anteriormente como 
potencialmente bioactivos, incluyendo la capacidad de inhibir la enzima convertidora de 
angiotensina, actividad antimicrobiana, inmunomoduladora, capacidad opioide y 
antioxidante. 
Dallas y col. (2016) mediante electroforesis en geles de poliacrilamida no observaron 
diferencias entre los perfiles de muestras de leches fermentadas con gránulos de kefir con 
respecto a los controles de leche sin fermentar, al igual que lo obtenido en el presente 
trabajo. Sin embargo, mediante la aplicación de técnicas de proteómica y peptidómica 
realizaron un análisis más profundo sobre la liberación de péptidos en kefir, encontrando 
1591 péptidos en las muestras de kefir analizadas de los cuales 609 no estaban presentes en 
los controles sin fermentar. Dichos fragmentos eran derivados de 20 proteínas de la leche, 
incluyendo β-caseína (38,3%), αS1-caseína (14,1%), -caseína (9,2%), αS2-caseína (4,8%) 
entre otras. Asimismo, como describieron también otros autores y lo obtenido en este 
trabajo, algunas proteínas resultaron más susceptibles a la hidrólisis que otras. 
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1.2.3. Digestibilidad de las leches fermentadas: Simulación del pasaje a través del 
tracto gastrointestinal in vitro 
A fin de completar la caracterización de la leche fermentada se determinó la susceptibilidad 
de las proteínas a ser hidrolizadas por las enzimas digestivas. La digestibilidad de las leches 
fermentadas puede mejorar como consecuencia de la ligera predigestión enzimática de los 
componentes que llevan a cabo los microorganismos durante el proceso de fermentación o 
bien al cambio de la estructura de las caseínas al ser modificadas por el pH. 
 
Las leches fermentadas con gránulos de kefir y leche sin fermentar, fueron sometidas a un 
tratamiento enzimático que simuló las condiciones a las que se enfrentan al ser consumidas 
y atravesar el tracto gastrointestinal. Para simular la etapa gástrica, se realizó un 
tratamiento con pepsina a pH 2,0 a 37 °C. A continuación se ajustó el pH a 6,3 y se simuló la 
etapa intestinal agregando pancreatina 0,10 % p/v y sales biliares 0,15% p/v. Finalmente se 
realizó un tratamiento de 5 min a 85 °C para detener la actividad enzimática. 
Se analizó el contenido de nitrógeno TCA soluble y el perfil proteico/peptídico mediante 
electroforesis en geles de poliacrilamida. Los resultados se presentan en las Figuras 1.14 y 
1.15. 
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Figura 1.14: Concentración de nitrógeno TCA soluble. Leche sin 
fermentar y leches fermentadas con gránulos AGK1 y AGK10, durante 24 y 
48 h, (■) antes y (■) después de ser sometidas a un tratamiento de 
simulación del pasaje a través del tracto gastrointestinal (TGI) in vitro. 
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Figura 1.15: Electroforesis en gel de poliacrilamida Tricina SDS-PAGE. Calle 1: 
Patrón marcador de peso molecular. Calle 2: Leche (L), calles 3 y 4: Leches fermentadas 
con gránulos de kefir CIDCA AGK1 inoculados al 10 % p/v a 20 °C durante 24 y 48 h. 
Calle 5: Leche (L) luego de ser sometida a tratamiento simulación del pasaje a través del 
tracto gastrointestinal (TGI). Calles 6 y 7: Leches fermentadas con gránulos de kefir 
CIDCA AGK1 24 y 48 h luego de ser sometidas al tratamiento de simulación del pasaje a 
través del tracto gastrointestinal (TGI). 
 
 
En la Figura 1.14 puede observarse que el tratamiento enzimático produjo un aumento 
significativo en el contenido de nitrógeno TCA soluble. Además en la Figura 1.15, 
correspondiente a la imagen del gel de poliacrilamida Tricina SDS-PAGE, se observó que la 
leche sin fermentar y las leches fermentadas con gránulos de kefir 24 y 48 h, sin tratamiento 
enzimático presentaron los perfiles ya descriptos, mientras que luego de la digestión 
simulada desaparecieron completamente todas las bandas que se encontraban en las 
muestras originales y se observaron nuevas bandas en la parte inferior del gel que podrían 
corresponder a péptidos de bajo peso molecular productos de la hidrólisis. Este hecho 
sugiere la hidrólisis completa de las proteínas lácteas mediante el tratamiento enzimático 
aplicado hasta productos con peso molecular menor al del límite de detección del método. 
 
Mediante RP-HPLC se evaluó el perfil peptídico obtenido luego del tratamiento de 
simulación del pasaje a través del tracto gastrointestinal de leche sin fermentar y 
fermentada con gránulos de kefir (Figura 1.16). 
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Figura 1.16: Cromatogramas RP-HPLC. (●) Leche sin fermentar (●) Leche fermentada con 
gránulos AGK1 24 h, ambas luego de tratamiento de simulación del pasaje a través del tracto 
gastrointestinal. Flujo de elución 0,7 ml/min. (----) Concentración de Solvente B (TFA 0,1 % en 
Acetonitrilo) en función del tiempo. Detector UV λ=220 nm. UA: Unidades arbitrarias 
 
Como puede observarse cuando se evaluaron los perfiles de la leche sin fermentar y la leche 
fermentada con gránulos de kefir CIDCA AGK1 inoculados al 10 % p/v durante 24 h, luego 
de ser sometidos al tratamiento enzimático, se obtuvieron picos apilados a tiempos de 
retención de entre 3 y 13 min. Por ello se analizaron nuevamente las muestras modificando 
el protocolo de corrida en cuanto al flujo de elución y al gradiente de concentración de 
solvente B (Figura 1.17). 
 
 
Figura 1.17: Cromatogramas RP-HPLC. (●) Leche sin fermentar  (●)  Leche fermentada con 
gránulos AGK1 24 h, ambas luego de tratamiento de simulación del pasaje a través del tracto 
gastrointestinal. Flujo de elución 0,2 ml/min. (----) Concentración de Solvente B (TFA 0,1 % en 
Acetonitrilo) en función del tiempo. Detector UV λ=220 nm. 
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Cuando el flujo fue de 0,2 ml/min y el gradiente 5-65% solvente B, se obtuvieron picos más 
separados y esto permitió determinar que los perfiles obtenidos no presentaron grandes 
diferencias en cuanto a la aparición de nuevos picos y/o la intensidad de los mismos entre 
las muestras analizadas, excepto en el pico que eluye a los 17 min que sólo se aprecia en la 
leche fermentada. Sin embargo, cabe destacar que péptidos diferentes podrían tener el 
mismo comportamiento con respecto a sus tiempos de retención en una condición de 
corrida determinada y de este modo, los datos obtenidos deberían complementarse con 
técnicas basadas en otros principios de separación y técnicas de proteómica/peptidómica 
para obtener resultados concluyentes respecto a la composición peptídica de los productos. 
Estudios previos, demuestran que la hidrólisis previa de las proteínas de la leche puede ser 
beneficiosa para los consumidores dado que mejora su digestibilidad. Vass y col. (1983) 
demostraron que la digestibilidad de una leche fermentada aumentó respecto al control y 
que la fermentación produjo un incremento en la tasa de crecimiento en ratas, por lo que 
concluyen que la fermentación de la leche mejora la digestibilidad y el valor biológico de las 
proteínas. En un estudio de 10 meses, Puri y col. (1994) informaron que ratas alimentadas 
con yogur mantuvieron su peso corporal constante con una ingesta calórica más baja que 
ratas alimentadas con leche sin fermentar, apuntando a una mayor eficiencia de la 
alimentación con la muestra de leche. Por su lado, Lee y col. (1988) informaron que la 
fermentación de la leche también mejoró la digestibilidad y la eficiencia de la alimentación 
en ratas. 
En el presente trabajo se analizó el perfil peptídico obtenido luego del tratamiento de 
digestión simulada, a tiempo final. En estas condiciones se observaron pocas diferencias 
entre los perfiles obtenidos partiendo de leche sin fermentar o de kefir. Nehir y col. (2015) 
mediante el tratamiento de digestión simulada observaron que las proteínas de leche de 
cabra fermentadas con gránulos de kefir se hidrolizaron parcialmente durante la etapa 
gástrica y que alcanzaron más del 80% de hidrólisis después de la etapa duodenal, además 
no observaron diferencias entre el producto fermentado y la leche sin fermentar. Quirós y 
col. (2005) analizaron la liberación de péptidos en kefir obtenido en leche de cabra y 
evaluaron el impacto de la digestión gastrointestinal en la actividad de estos péptidos e 
identificaron 16 péptidos, de los cuales 2 de ellos derivados de las caseínas, presentaron 
actividad inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina. Dichos péptidos fueron 
resistentes a la digestión simulada manteniendo su actividad, mientras que uno de los 
péptidos derivado de la β-caseína, que es una de las proteínas degradada por los gránulos 
CIDCA AGK1 a los 7 y 21 días de fermentación, exhibió una actividad mayor después de la 
digestión.  
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CONCLUSIONES 
 
 
 La concentración de bacterias lácticas y levaduras en los gránulos de kefir CIDCA AGK1 y 
CIDCA AGK10 fue del orden de 108 UFC/g y de 106 UFC/g respectivamente. 
 Durante la fermentación de leche por gránulos de kefir se produjo un marcado descenso 
de pH durante las primeras horas de fermentación y alcanzó valores inferiores a 4 en 
48 h. Asimismo, se consumió un 22 % de la lactosa presente inicialmente en la leche. 
 Los principales productos de la fermentación a las 48 h fueron ácido láctico (125 -147 
mM) y ácido acético (8-11 mM). La cantidad de ácido producido dependió del gránulo y 
del tiempo de fermentación. 
 En ambas leches fermentadas la concentración de exopolisacárido fue de 220 mg/l. 
 No se detectó un grado de proteólisis significativo en las leches fermentadas obtenidas 
con gránulos de kefir con 24 y 48 h de fermentación a 20 °C. Mientras que luego de 7 o 21 
días, se evidenció la proteólisis parcial de caseínas y de α-lactoalbúmina. 
 Los perfiles peptídicos obtenidos mediante RP-HPLC de las leche fermentadas con 
gránulos de kefir presentaron diferencias menores con respecto al perfil de leche sin 
fermentar. 
 Los perfiles proteicos obtenidos mediante RP-HPLC luego del tratamiento de digestión 
simulada de leche y leche fermentada con gránulos de kefir presentaron diferencias en 
un único pico, indicando que la fermentación no sería un factor relevante en la 
susceptibilidad de las proteínas a ser hidrolizadas por las enzimas digestivas. 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
1. Actividad biológica de microorganismos probióticos 
En los últimos años, numerosos estudios in vitro e in vivo han demostrado la capacidad de 
las bacterias lácticas, para interferir con el crecimiento y virulencia de diversos patógenos, 
permitiendo su aplicación en la bio-preservación de alimentos, consiguiendo la ampliación 
de la vida útil y la seguridad frente a las bacterias que pueden afectar la salud de los 
consumidores (Cocconier y col., 1997; Collado y col., 2008; Vásquez Mejía y col., 2009). 
Además también pueden ser útiles para incluir en alimentos y combatir los patógenos 
entéricos en humanos y animales actuando como probióticos (Shu & Gill, 2002; Neal-
McKinney y col., 2012).  
Dentro de los posibles mecanismos de acción que han sido descriptos para los 
microorganismos probióticos podrían mencionarse la prevención de la colonización de 
patógenos proporcionando una barrera física o mediante la producción de ácidos orgánicos, 
como parte de su metabolismo, disminuyendo el pH del medioambiente intestinal afectando 
la supervivencia de bacterias patógenas (Marteau y col., 2004; Schiffrin & Blum, 2002) o 
mediante la competencia con los patógenos por los nutrientes disponibles (Cummings & 
Macfarlane, 1997). También estos microorganismos podrían ejercer su efecto benéfico 
mediante la producción de bacteriocinas y/o sustancias antimicrobianas no peptídicas 
(Gusils y col., 2003). Se ha demostrado que ciertos microorganismos probióticos favorecen 
el mantenimiento de la barrera epitelial mediante el aumento de la integridad de las uniones 
estrechas apicales, por ejemplo, a través de la regulación positiva de la expresión de genes 
que codifican las proteínas de las uniones estrechas (Zyrek y col., 2007; Anderson y col., 
2010; Stetinova y col., 2010; Hummel y col., 2012). Otra manera mediante la cual pueden 
reforzar el efecto barrera es mediante la estimulación de la liberación de mucus por las 
células caliciformes (Caballero-Franco, 2007) y defensinas (pequeños péptidos/proteínas 
activas contra bacterias, hongos y virus) por células epiteliales (Furrie y col., 2005). 
Asimismo, los probióticos, principalmente bacterias lácticas y bifidobacterias, producen un 
efecto positivo sobre el sistema inmune, actúan eficazmente en la prevención de diversos 
desordenes gastrointestinales y promueven la protección del huésped (Fooks & Gibson, 
2002; Zubillaga y col., 2001; Perdigon y col., 2002; Clancy, 2003; Servin & Cocconier, 2003). 
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Los probióticos poseen un amplio espectro de efectos inmunomoduladores ya que son 
capaces de actuar sobre la inmunidad innata y la adquirida. Las células epiteliales y las 
células del sistema inmune innato poseen receptores celulares capaces de discriminar entre 
la microbiota comensal y la patógena, induciendo la síntesis de distintos mediadores de la 
respuesta inmune innata (citoquinas, quimioquinas, moléculas de adhesión, etc.) y de 
adecuadas respuestas adaptativas destinadas a combatir a los patógenos (Werner & Haller, 
2007; Hemarajata & Versalovic, 2013). Los probióticos actúan mediante la estimulación del 
sistema inmune innato por señalización a través de células dendríticas, que luego viajan a 
los ganglios linfáticos mesentéricos y conducen a la diferenciación de células T en T 
regulatorias (involucradas en la regulación/supresión de la inflamación) y la producción de 
citoquinas anti-inflamatorias, incluyendo IL-10 y TGF-β. Algunos probióticos (o sus 
productos) también pueden prevenir o disparar una respuesta inmune innata mediante la 
producción de TNF-α por las células epiteliales e inhibir/activar la vía NF-kB en macrófagos 
y amortiguar/aumentar la respuesta inmune del huésped al influir en la producción de IL-8 
y el reclutamiento posterior de células inmunes a los sitios de lesión intestinal (Figura 2.1). 
En ciertas situaciones patológicas, los probióticos pueden actuar sobre la respuesta 
inmunitaria antígeno-específica estimulando la proliferación de linfocitos y fagocitos, así 
como también la producción de citoquinas proinflamatorias (Chiang y col., 2000; Villena & 
Kitasawa, 2014). 
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Figura 2.1: Principales mecanismos de acción de los probióticos. A. Prevención de 
la colonización de patógenos. B. Producción de sustancias antimicrobianas. 
C. Mantenimiento de la barrera epitelial. D. Aumento de la producción de mucus. 
E. Estimulación del sistema inmune favoreciendo la diferenciación de células T en Treg. 
F. Efecto sobre el sistema inmune atenuando o bien desencadenando una respuesta 
inmune innata. Abreviaturas: Mφ: macrófago Nφ: neutrófilo Treg: Célula T regulatoria. 
Esquema adaptado de Gareau y col., 2010. 
 
 
Las propiedades de una cepa probiótica con respecto a su actividad inmunoestimuladora o 
bien inmunosupresora deben estar bien definidas para su adecuada aplicación (Perdigón y 
col., 2002). Existen numerosos reportes donde se describe el uso de microorganismos para 
el tratamiento de diferentes afecciones de base inmunológica como las alergias (Pelto y col., 
1998; Kirjavainen y col., 2002), enfermedades inflamatorias intestinales (Lyra y col., 2010; 
Lee y col., 2011), enfermedad celiaca (D’Arienzo y col., 2009), etc. En estas patologías podría 
llegar a ser de utilidad la presencia de microorganismos que sean capaces de disminuir la 
respuesta proinflamatoria generada en intestino. 
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De acuerdo a la evidencia presentada en los últimos años, los polisacáridos producidos por 
las bacterias lácticas y bifidobacterias podrían tener implicancia en la modulación de la 
respuesta inmune, habiéndose demostrado este efecto para el kefiran (Vinderola y col., 
2005, 2006a, 2006b; Wu y col., 2010; Medrano y col., 2011), así como también para EPS 
producidos por otros lactobacilos (Murofushi y col., 2015; Sasaki y col., 2015) y 
bifidobacterias (Fanning y col., 2012; Salazar y col., 2014). Asimismo otros autores 
asociaron la actividad inmunomodora de leches fermentadas con lactobacilos a los 
metabolitos y los péptidos producidos durante el proceso de fermentación (Gill y col., 2000; 
LeBlanc y col., 2004; Zagato y col., 2014), demostrando la relevancia de los metabolitos 
microbianos en el efecto benéfico. En el año 2012, Tsilingiri y col. en un novedoso modelo 
experimental ex-vivo analizaron el efecto de la incubación de microorganismos probióticos 
del género Lactobacillus y sus respectivos productos metabólicos sobre tejido intestinal de 
pacientes humanos sanos y con enfermedad inflamatoria. Encontraron que la adición de 
probiótico sobre un tejido inflamado produjo un aumento de la permeabilidad facilitando la 
translocación bacteriana y en consecuencia, los microorganismos normalmente inofensivos, 
empeoran el cuadro de inflamación. Sin embargo, la incubación de los tejidos patológicos 
con los sobrenadantes de cultivo de los probióticos redujo significativamente la secreción de 
citoquinas proinflamatorias. Estos autores definieron el concepto de “postbiótico” 
refiriéndose a los productos de fermentación generados por microorganismos probióticos 
sugiriendo que podrían utilizarse como un agente antiinflamatorio con potencial aplicación 
terapéutica en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal. 
  
 
61 Capítulo 2. Actividad biológica de la fracción no microbiana de kefir 
 
 
OBJETIVOS 
 
 
Teniendo en cuenta el efecto benéfico asociado al consumo de kefir y la relevancia del rol de 
los metabolitos bacterianos en la actividad biológica de leches fermentadas se planteó como 
objetivo del presente capítulo evaluar la actividad biológica de la fracción no microbiana de 
kefir mediante ensayos in vitro, focalizando el estudio en la capacidad antimicrobiana e 
inmunomoduladora. 
A. Actividad antimicrobiana 
Objetivos específicos 
 Estudiar el efecto de la fracción no microbiana de kefir sobre el crecimiento de cepas de 
Salmonella enterica, Escherichia coli y Bacillus cereus. 
 Evaluar el efecto de la fracción no microbiana de kefir sobre la capacidad de adhesión e 
invasión de Salmonella enterica a células epiteliales. 
B. Actividad moduladora de la respuesta inmune innata epitelial 
Objetivos específicos 
 Obtener y caracterizar flagelina, para utilizar como agente inductor de la respuesta 
inmune innata epitelial. 
 Estudiar la capacidad de la fracción no microbiana de kefir de modular la respuesta 
inmune innata inducida por flagelina, IL-1β y TNF-α en el sistema reportero de células en 
cultivo Caco2 ccl20:luc y a nivel transcripcional. 
 Analizar el efecto de los componentes aislados de la fracción no microbiana de kefir en 
cuanto a la capacidad de modular la respuesta inmune innata epitelial. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
1.  Bacterias patógenas 
Para los ensayos de actividad antimicrobiana se utilizaron como indicadores 
microorganismos patógenos aislados de muestras clínicas y de colección. Se usó Salmonella 
enterica serovar. Enteritidis CIDCA 101 aislada en Hospital de Pediatría Prof. Juan P. 
Garrahan, Buenos Aires, Argentina provista por el Dr. H. Lopardo e identificada mediante 
ensayos bioquímicos tradicionales y por serotipificación mediante el empleo de anticuerpos 
flagelares y somáticos. También se utilizaron Escherichia coli ATCC 11229 y Bacillus cereus 
ATCC 10876 pertenecientes a la American Type Culture Collection (ATCC).  
 
2. Células eucariotas 
2.1.  Células Caco-2/TC-7 
La línea celular Caco-2 es un modelo ampliamente aceptado de epitelio intestinal de origen 
humano proveniente de un adenocarcinoma de colon (ATCC HTB-37) que exhibe un patrón 
de diferenciación estructural y funcional característico de los enterocitos, como por ejemplo 
ribete en cepillo, uniones estrechas funcionales y alto nivel de enzimas asociadas al ribete en 
cepillo como fosfatasa alcalina, sacarasa isomaltasa y aminopeptidasa (Pinto y col., 1983; 
Chantret y col., 1994) y que se adquieren luego de la confluencia. Esta etapa también se 
caracteriza por la presencia de domos, distribuidos al azar en la monocapa celular, 
indicando un cambio funcional en la misma, ya que su formación se debe a la secreción de 
sustancias hacia el dominio basolateral. La línea Caco-2/TC-7 es un clon de la línea Caco-2, 
cuya principal ventaja es que presenta un tiempo de duplicación de 24 h lo que le permite 
llegar a diferenciarse y estar en confluencia al cabo de 7 días. Se utilizaron células de la línea 
Caco-2-/TC7 entre los pasajes 30 a 40. 
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2.2.  Sistema reportero Caco-2 ccl20:luc 
El sistema reportero Caco-2 ccl20:luc consiste en la línea celular Caco-2 modificada de 
manera tal que expresa el gen de la luciferasa de luciérnaga (Lampryda noctiluca) bajo el 
control del promotor de la quimoquina CCL20 (Nempont y col., 2008). CCL20 es una 
quimoquina atractante de células dendríticas y en menor medida de macrófagos, es 
importante tanto en la respuesta inmune intestinal como en la formación de epitelio y 
tejidos linfoides asociados a mucosas. Este sistema permite evaluar de manera sencilla la 
respuesta proinflamatoria en diversas condiciones ya que la actividad del promotor de 
CCL20 es altamente inducible en la línea celular Caco-2 mediante estímulos 
proinflamatorios como los agonistas de los receptores tipo toll (Toll like receptors, TLR), por 
lo que se considera un indicador muy sensible de la activación de la respuesta innata 
(Romanin y col., 2010). En el presente trabajo se utilizaron como estímulos de la respuesta 
proinflamatoria flagelina, IL-1β y TNF-α. 
La actividad luciferasa del sistema es proporcional a la expresión del gen de ccl20 y para su 
determinación se utilizó el kit comercial “Luciferase Assay System” (Promega) el cual provee 
tanto el buffer de lisis celular como el reactivo conteniendo el sustrato de la enzima 
luciferasa. La medida de la actividad enzimática se lleva a cabo mediante la reacción 
descripta en la Figura 2.1 y es cuantificada utilizando un luminómetro dentro de los 10 seg 
posteriores a la reacción. 
 
 
Figura 2.2: Reacción bioluminiscente catalizada por la enzima luciferasa de luciérnaga. 
 
 
2.3.  Cultivo y mantenimiento de células eucariotas 
Las células Caco-2 ccl20:luc y Caco-2/TC-7 se mantuvieron congeladas en nitrógeno líquido 
en viales conteniendo 1 ml de medio DMEM completo (ver Apéndice) con 10 % de 
dimetilsulfóxido (Riedel-de Haën AG, D- 3016 Seelze, Alemania) como crioprotector. Para 
reactivarlas se descongeló un vial a 37 °C, se centrifugó a 1000 rpm durante 10 min para 
retirar el crioprotector, las células se resuspendieron en 1 ml de medio de cultivo fresco y se 
colocaron en una botella de 25 cm2 (Corning Costar Co., Cambridge, MA, USA) con 4 ml de 
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medio DMEM completo. El cultivo se mantuvo a 37 °C en estufa con atmósfera controlada 
(5% CO2) cambiando el medio cada 2 días. A los 7 días se obtuvo una monocapa confluente y 
se repicó a una botella de 75 cm2. 
Antes de cada repique la monocapa se observó en un microscopio invertido para verificar su 
uniformidad y continuidad. Los repiques se realizaron de la siguiente manera: se descartó el 
medio agotado y se lavó la monocapa tres veces con PBS estéril, luego se colocaron 1,5 ml de 
solución de tripsina 0,25 % (Trypsin-EDTA, GIBCO, Life Technologies) y se llevó a la estufa a 
37 °C durante 5 a 8 min. Cuando se observaron los primeros indicios de desprendimiento 
celular, se agregaron 4 ml DMEM con suero fetal bovino, para inactivar la enzima. Los 5 ml 
de suspensión de células se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min, se descartó el medio y 
se reemplazó por medio DMEM fresco. Se tomaron 50 µl de la suspensión de células y se 
mezclaron con igual volumen de una solución de azul tripán al 10 % en PBS. Se realizó el 
recuento de células en una cámara de Neubauer contando sólo aquellas células brillantes 
(viables). 
Se preparó una suspensión de 1,5 x 105 células/ml y se sembraron 0,25, 0,5 o 2 ml por fosa 
en placas de 48, 24 o 6 fosas respectivamente (Greiner Bio-One). Las placas se incubaron 7 
días (células en confluencia) a 37 °C en una estufa con atmósfera controlada (5 % CO2) 
cambiando el medio cada 2 días. 
 
3.  Efecto de la fracción no microbiana de kefir sobre el crecimiento de Salmonella 
Enteritidis, Escherichia coli y Bacillus cereus 
Se analizó la inhibición del crecimiento de S. Enteritidis, E. coli y B. cereus, por la fracción no 
microbiana de kefir mediante un ensayo de dilución en microplaca. Se utilizaron placas de 
48 fosas, que se llenaron con 300 µl de caldo nutritivo (ver Apéndice) adicionado de la 
fracción no microbiana de kefir, obtenida por fermentación con gránulos CIDCA AGK1 a 
20 °C durante 24 h, en concentración 25, 50, 75 y 100 % (v/v) y se sembraron con una 
suspensión del microorganismo patógeno en solución fisiológica ajustada al 0,5 de la escala 
Mc Farland (~1,5x108 UFC/ml) preparada a partir de un cultivo de 18 h de la cepa en agar 
nutritivo. Las placas se incubaron a 37 °C, se midió la densidad óptica a 600 nm (DO600nm) 
inmediatamente después del llenado de la placa (tiempo 0), cada una hora durante 8 h y a 
las 24 h. Luego se graficó la DO600nm en función del tiempo. 
 
También se estudió la inhibición del crecimiento de S. Enteritidis, E. coli y B. cereus, por la 
fracción no microbiana de kefir mediante un ensayo turbidimétrico. Dicha fracción se 
analizó en condición ácida y neutralizada. Se utilizaron microplacas de 48 fosas, que se 
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llenaron con 300 µl de fracción no microbiana de kefir, obtenida con gránulos CIDCA AGK1 
con 24 h de incubación, en las diferentes condiciones. Luego se inocularon con 5 μl de 
suspensión de cada microorganismo patógeno obtenida como se indicó anteriormente. 
Asimismo se estudió a modo de control el efecto del sobrenadante de leche sin fermentar 
acidificado con ácido láctico hasta igualar el pH de la fracción no microbiana de kefir (pH 
3,8) y de dicho sobrenadante neutralizado, ambos filtrados por membranas de tamaño de 
poro 0,45 µm (Osmonics). Se incluyeron en la placa controles de crecimiento de los 
microorganismos y de esterilidad de las muestras y medios de cultivo. Se incubó la placa a 
37 °C, se midió la densidad óptica a 600 nm (DO600nm) inmediatamente después del llenado 
de la placa (tiempo 0), cada una hora durante 8 h y a las 24 h. Luego se graficó la DO600nm en 
función del tiempo. 
 
Por otro lado se estudió el efecto de la fracción no microbiana concentrada sobre el 
crecimiento de los patógenos mencionados anteriormente. Para ello, se preparó la 
suspensión 0,5 Mc. Farland del microorganismo patógeno y se inoculó sobre la fracción no 
microbiana de kefir obtenido por fermentación de leche 24 h a 20 °C con gránulos CIDCA 
AGK1, 5 veces concentrada por liofilización (ver Materiales y Métodos del Capítulo 1) en 
condición ácida y neutralizada. Se incubó a 37°C. A intervalos de tiempo predeterminados se 
tomó una alícuota y se determinó la concentración de microorganismos (UFC/ml) mediante 
recuento de viables en medios selectivos y diferenciales. Se utilizó agar EMB (ver Apéndice) 
para el recuento de E. coli y Salmonella y agar Mossel (ver Apéndice) para el recuento de B. 
cereus. Las placas de EMB se incubaron a 37 °C y las placas de Mossel 32 °C durante 24 h. 
 
4.  Ensayo de asociación/invasión de Salmonella a células epiteliales en cultivo 
Se determinó la capacidad de asociación e invasión de la cepa de Salmonella enterica 
serovar. Enteritidis (Salmonella Enteritidis) CIDCA 101 a células de epitelio intestinal. Se 
utilizaron cultivos de Salmonella Enteritidis en caldo nutritivo incubado a 37 °C durante 
18 h y cultivos de células de la línea Caco-2/TC7 en confluencia, sembradas en placas de 24 
fosas. Se realizaron dos diseños experimentales: 
 
4.1.  Preincubación de Salmonella Enteritidis con la fracción no microbiana de kefir 
Se centrifugó el cultivo de Salmonella Enteritidis a 5000 xg durante 5 min y se resuspendió 
en PBS. La suspensión se ajustó a una densidad óptica de 0,36 (~1x108 UFC/ml). Luego se 
diluyó en 5 ml de fracción no microbiana de kefir, obtenida por fermentación de leche con 
gránulos CIDCA AGK1 durante 24 h, ajustando a pH=4,5 (hasta 2x106 UFC/ml) y se incubó 
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durante 1 h a 37 °C; mientras que el control se incubó en 5 ml de PBS. Luego, ambas 
suspensiones se centrifugaron (5 min a 5000 xg), se resuspendieron en el mismo volumen 
de DMEM base y se confirmó la concentración de S. Enteritidis en las mismas mediante 
recuento de microorganismos viables en placas de agar nutritivo. A cada fosa de la placa de 
cultivo celular se le agregaron 0,5 ml de suspensión de Salmonella en DMEM y las placas se 
incubaron durante 1 h a 37 °C en estufa con atmósfera controlada (5 % CO2) y luego se 
lavaron 3 veces con PBS para eliminar las bacterias no asociadas. Para cuantificar la 
asociación (bacterias adheridas + internalizadas), a cada fosa se le agregaron 0,5 ml de 
agua bidestilada estéril y se incubaron las placas 1 h a 37 °C. Esto permitió desprender la 
monocapa. Luego, se tomó todo el volumen de la fosa, se realizaron diluciones en triptona 
0,1 % y se plaquearon en agar nutritivo. Para cuantificar las bacterias internalizadas, 
aquellas adheridas fueron eliminadas por tratamiento con un antibiótico. Luego la 
monocapa se lavó 2 veces con PBS y se agregaron 0,5 ml de agua bidestilada estéril (1 h a 37 
°C) para lisar la monocapa y permitir que las bacterias internalizadas se liberen. Se 
realizaron diluciones apropiadas en triptona 0,1 % y se llevó a cabo un recuento de 
microorganismos viables en placas de agar nutritivo. Los resultados se expresaron como 
Log10UFC/fosa. Como antibiótico se utilizó gentamicina (Droguería Gatti, Argentina) en 
concentración 0,5 mg/ml que tiene la particularidad de que no difunde a través del dominio 
apical de las células por lo que las bacterias que no se internalizan son afectadas por el 
antibiótico y las que están internalizadas sobreviven. 
4.2.  Preincubación de células con la fracción no microbiana de kefir 
Para estos ensayos las células Caco-2/TC-7 sembradas en placas de 24 fosas se incubaron 
durante 1 o 16 h con la fracción no microbiana de kefir, neutralizada y filtrada, diluida 1:1 
en DMEM completo. Mientras que la condición control se incubó solo con DMEM. Luego las 
fosas se lavaron 3 veces con PBS y a cada una se le agregaron 0,5 ml de la suspensión de 
Salmonella Enteritidis (2x106 UFC/ml) preparada en DMEM base y se realizó el ensayo de 
asociación e invasión como se indicó en la sección anterior. 
 
5.  Obtención, cuantificación y caracterización de flagelina 
Para la obtención de flagelina se trabajó en cabina de Seguridad Biológica, Clase II. Se utilizó 
Salmonella enterica serovar Enteritidis CIDCA 101. Se partió de una colonia aislada en agar 
nutritivo que fue inoculada en un erlenmeyer con 250 ml de caldo nutritivo. Se incubó 18 h, 
en agitación suave (100 rpm) a 37 °C. Luego se separó el cultivo en 6 tubos plásticos cónicos 
estériles y se centrifugó 30 min a 2000 xg. Los precipitados obtenidos se resuspendieron 
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con 1 ml de buffer PBS, de manera de lograr una suspensión densa y se transfirieron a un 
único tubo plástico. Se agitó la suspensión en vortex durante 3 min, se centrifugó 30 min a 
2000 xg y el sobrenadante se sometió a dos etapas de ultracentrifugación a 100.000 xg 
durante 1,5 h a 4 °C (Beckman Coulter Optima LE-80K Preparative Ultracentrifugue). En la 
primera etapa se conservó el pellet obtenido. Luego, el mismo se resuspendió en 25 ml de 
buffer PBS y se incubó en baño de agua a 70 °C durante 10 min previo a la segunda etapa de 
ultracentrifugación. Finalmente se conservó el sobrenadante obtenido a -20 °C para su 
caracterización y utilización en los ensayos de modulación. 
La cuantificación de la flagelina extraída se realizó mediante el método del ácido 
bicinconínico (BCA), siguiendo las instrucciones del manual del usuario de un kit comercial 
(Thermo Scientific, Pierce BCA Protein Assay Kit). Se realizó una curva de calibración 
utilizando seroalbúmina bovina (PAA) como proteína patrón. 
La flagelina obtenida se analizó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con agente 
desnaturalizante (SDS-PAGE). Para ello se preparó un gel con una concentración 10 % de 
acrilamida y se sembraron 5 mg de proteína extraída suspendida en buffer muestra. La 
preparación de los geles, la siembra, corrida y coloración de los mismos se detalla en el 
Apéndice. 
 
Por último se caracterizó la actividad estimuladora de la respuesta inmune innata de la 
flagelina extraída. Para ello, sobre un cultivo de células Caco-2 ccl20:luc confluente en placas 
de cultivo de 48 fosas se realizó una curva de efecto dosis-respuesta de la flagelina extraída. 
Se utilizaron al menos 3 fosas para cada condición. En cada fosa se colocaron 250 µl de 
distintas concentraciones de flagelina previamente calentada 5 min a 60 °C en DMEM base. 
Se utilizaron concentraciones entre 0,02 y 10 µg/ml y un control no estimulado. Las células 
se incubaron por 5 h a 37 °C en estufa con atmósfera controlada 5% de CO2. Luego de la 
incubación se retiró el medio de cultivo y se agregaron 150 µl de buffer de lisis 1X (Promega, 
Madison WI, USA) por fosa. Para medir la luminiscencia, se tomaron 40 µl de sustrato para 
luciferasa LAR (Promega, Madison WI, USA), se agregaron 8 µl del lisado en un tubo de 
luminometría, se agitó y se midió la luminiscencia dentro de los 10 seg posteriores en un 
luminómetro (Labsystems Luminoskan TL Plus). 
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6.  Modulación de la respuesta inmune innata: sistema reportero Caco-2 ccl20:luc 
Los ensayos de modulación realizados en el presente trabajo siguieron un mismo esquema 
mediante el cual se analizó la capacidad de modular la respuesta inmune innata inducida 
por flagelina u otros agentes proinflamatorios como IL-1β o TNF-α, de diferentes productos: 
fracción no microbiana de kefir, solución de polisacáridos, sobrenadante de leche 
artificialmente acidificada con ácido láctico y ácido acético, soluciones de ácidos orgánicos 
(neutralizados y esterilizadas por filtración) y otros, que se describirán en cada ensayo 
particular. Previo a la realización de todos los ensayos, se verificó la integridad de la 
monocapa celular por observación microscópica. En los casos en que se realizaron 
variaciones del protocolo en cuanto al estímulo utilizado y/o tiempos de incubación, se 
describirán oportunamente. 
 
6.1. Ensayos por luminometría 
Se partió de un cultivo de células Caco-2 ccl20:luc en DMEM adicionado con un 15 % de 
suero fetal bovino (PAA), 24 h post-confluencia (8 días) en placa de cultivo de 48 fosas. Se 
adicionaron 250 µl de muestra ya sea fracción no microbiana de kefir, soluciones acuosas de 
ácidos orgánicos (neutralizadas y esterilizadas por filtración) u otros tratamientos que se 
describirán oportunamente, en DMEM base 1:1 y se incubó 30 min, en estufa con atmósfera 
controlada (5% CO2). La estimulación se llevó a cabo agregando 12,5 µl de una solución 20X 
de flagelina en DMEM por fosa (concentración final 1 µg/ml). La flagelina fue previamente 
calentada a 60 °C durante 5 min para eliminar posibles agregados. En ciertos ensayos se 
utilizó como agente inductor de la respuesta inflamatoria IL-1β (R&D Systems, Minneapolis, 
MN, USA) en concentración 10 ng/ml o TNF-α (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) en 
concentración 200 ng/ml. Luego se incubó durante 5 h en las condiciones mencionadas 
anteriormente; finalmente, se retiró el medio de cultivo y las células se lisaron con 150 µl de 
buffer de lisis (Kit luciferasa Promega, Madison WI, USA) por fosa. En cada ensayo se 
incluyeron los controles de células sin tratamiento y sin estimulación (basal), los 
tratamientos sin agregado del agente inductor, como verificación de que los mismos no 
inducen por sí solos una respuesta inflamatoria y consecuentemente un aumento de la 
actividad luciferasa y un control correspondiente al 100 % de inducción de la respuesta 
inflamatoria, en el cual las células se incubaron con DMEM y se agregó con el agente 
inductor. En la Figura 2.3 se muestra a modo de ejemplo el diseño de una placa 
correspondiente a estos ensayos. Tanto los tratamientos como los controles se realizaron en 
triplicado de fosa en cada placa, así como también los experimentos se realizaron al menos 
tres veces. 
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La reacción de luminometría se llevó a cabo siguiendo las especificaciones del kit Luciferase 
Assay System (Promega, Madison WI, USA). Se colocaron 40 µl de reactivo de luciferasa 
(Luciferase Assay Reactive, LAR) en tubos plásticos para luminometría luego se añadieron 8 
µl de lisado celular, se agitó y se midió luminiscencia en un luminómetro (Labsystems 
Luminoskan TL Plus luminometer, Thermo Scientific, USA) dentro de los 10 seg siguientes. 
Se expresó la actividad luciferasa inducida relativa a la actividad del control que fue sólo 
estimulado con el agente inductor, la cual fue considerada 100%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.3: (A) Modelo de distribución de muestras en un placa de cultivo de células Caco-2 
ccl20:luc para ensayos de modulación de la respuesta inmune innata. (B) Tiempos de 
incubación empleados en los ensayos. 
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7.  Evaluación de la integridad y viabilidad celular 
El daño celular producido por la incubación de las células con los diferentes tratamientos se 
determinó mediante los ensayos que se describen a continuación. 
 
7.1.  Actividad enzima lactato deshidrogenasa 
La integridad celular fue determinada por medición de la actividad de la enzima lactato 
deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes de las células que recibieron tratamiento y los 
controles sin tratamiento, antes y después de la lisis celular con Tritón X-100 utilizando un 
kit comercial (LDH-P unitest kit, Wiener Lab, Rosario, Argentina), de acuerdo a las 
condiciones de uso del fabricante. Brevemente, se prepararon cultivos de células Caco-2 
ccl20:luc en placas de 6 fosas y se llevó a cabo un tratamiento análogo al realizado en los 
ensayos de modulación. Es decir, que las células se incubaron durante 5 h con la muestra a 
analizar. Transcurrido el tiempo, se midió la actividad LDH en una alícuota del medio de 
cultivo. A continuación llevó a cabo una lisis celular. Para ello, se retiró el medio y se 
reemplazó por una solución de Triton X-100 en concentración final 3 % (v/v). Luego de una 
incubación de 30 min a 37 °C se midió la actividad LDH en los lisados celulares, esta medida 
correspondió a la actividad LDH total. La actividad LDH se expresó como medida del delta 
de A340nm/min en el medio de cultivo celular y en el lisado celular. La actividad LDH luego de 
los tratamientos se comparó con la de las células incubadas sólo con medio de cultivo 
(control). 
 
7.2.  Actividad enzima deshidrogenasa mitocondrial 
La viabilidad celular fue controlada mediante ensayo MTT, este se basa en la conversión de 
la sal amarilla MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5difenil tetrazolio) (Sigma St. Louis, USA) en 
un formazán insoluble color violeta debido a la actividad deshidrogenasa mitocondrial. 
Luego de los tratamientos realizados de manera análoga a como se procedió para los 
ensayos de modulación, en placas de cultivo celular de 24 fosas, se retiró el medio de cultivo 
y las células se lavaron dos veces con PBS estéril. Luego, se incubaron en DMEM sin color 
con 0,05 mg/ml de MTT durante 2 h a 37 °C, en estufa con atmósfera controlada 5% CO2 y 
en oscuridad. Finalmente se retiró el medio con cuidado de no arrastrar los cristales violetas 
formados y se agregaron 400 µl de DMSO por fosa para solubilizarlos. Se midió absorbancia 
a 550 nm en un lector de placas (Sinergy HT, BioTek Instruments, USA). El porcentaje de 
actividad mitocondrial remanente fue calculado como: 
 
 
72 Capítulo 2. Actividad biológica de la fracción no microbiana de kefir 
                         
             
              
     
Donde “Promedio Abs M” es la absorbancia promedio de las fosas de células tratadas (M: 
muestra) y “Promedio Abs C” es la absorbancia promedio de las fosas control, sin 
tratamiento. 
 
8.  Análisis de expresión génica in vitro 
Para los análisis de expresión génica se partió de cultivos de células Caco-2 ccl20:luc o Caco-
2/TC7, 24 h post-confluencia en DMEM en placas de 24 fosas. Se incubaron 30 min con los 
tratamientos a evaluar, ya sea fracción no microbiana de leches fermentadas o bien 
soluciones de ácidos orgánicos en las condiciones mencionadas anteriormente para los 
ensayos de modulación y luego se agregó flagelina previamente calentada 5 min a 60 °C (1 
µg/ml) o IL-1β como agente inductor de la respuesta inflamatoria. Para estos ensayos la 
incubación fue de 2 h a 37 °C en estufa con atmósfera controlada 5% CO2. Luego se retiró el 
medio y se procedió a la extracción de ARN total como se describe a continuación. 
 
8.1. Extracción de ARN total 
Para la obtención de ARN total se utilizó el protocolo comercial Mini RNA Isolation Kit (GE 
Healthcare UK Limited Amersham Place, Little Chalfont, Buckinhamshire, HP7 9NA). 
Transcurridas 2 h de la estimulación con flagelina, se retiró completamente el medio de 
cultivo y se agregaron 350 μl de buffer de lisis por fosa, conteniendo 1% v/v de β-
mercaptoetanol y se homogeneizó completamente. El lisado celular se transfirió a un tubo 
plástico de 1,5 ml, se agregaron 350 μl de etanol 70 % v/v y la mezcla se dispuso en una 
columna de extracción de ARN para microcentrifuga con un tubo colector. Se centrifugó a 
8000 xg durante 30 seg. El contenido del tubo colector se descartó. Se agregaron sobre la 
columna 350 μl de buffer de desalinización y se centrifugó a 11000 xg durante 1 min. El ADN 
que puede interferir en las reacciones posteriores, se eliminó agregando 95 μl de una mezcla 
de reacción con DNAsa (10 μl de DNAsa reconstituida en 90 μl de buffer de reacción para 
DNAsa), la reacción se llevó a cabo a temperatura ambiente durante 15 min. Luego se 
inactivó la DNAsa colocando con 200 μl de buffer RA2 sobre la columna y se centrifugó 1 min 
a 8000 xg. Se lavó la columna 2 veces con 600 μl y 250 μl de buffer RA3 y se centrifugó a 
11000 xg por 1 min y 2 min respectivamente para que la columna se secara completamente. 
Finalmente la columna se colocó en un tubo de 1,5 ml y se llevó a cabo la elución del ARN 
agregando 100 μl de agua libre de RNAsa y centrifugando a 11000 xg por 2 min. En estos 
protocolos fue indispensable el uso de material libre de RNAsa, DNAsa y pirógenos, así como 
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también puntas de pipetas automáticas con filtro para obtener productos de calidad y evitar 
pérdidas de material. 
 
8.2.  Transcripción reversa 
La transcripción reversa (Reverse transcription-PCR, RT-PCR) es una técnica que permite 
sintetizar ADN complementario (ADNc) a partir de moléculas de ARN usando para ello la 
enzima transcriptasa reversa. El ADNc obtenido es la cadena complementaria de la cadena 
molde de ARN. Es utilizada para la cuantificación de la expresión génica, mediante la 
combinación con otras técnicas como por ejemplo PCR cuantitativa en tiempo real. Una de 
las características más importantes es que en el proceso de RT-PCR, el ADNc generado ya no 
lleva los intrones que sí tendría el ADN original. De este modo, al expresar el ADNc producto 
de la RT-PCR, se generará un ARNm formado exclusivamente por exones. 
Esta técnica requiere el uso de random primers. Estos son secuencias cortas de ADN simple 
hebra (6 nucleótidos) que contienen todas las posibles combinaciones del orden de las 
bases nucleotídicas en el ADN, es decir 46= 4096 posibles combinaciones. Dado que están 
cubiertas todas las posibles combinaciones, estos primers se unirán con cualquier sección 
del ARN presente en la muestra. 
 
Figura 2.4: Tres ejemplos de random primers posibles. Estos tres primers podrían 
unirse a tres porciones superpuestas de este ARNm para iniciar la producción de ADNc. 
El segmento que se contacte primero dará lugar a la amplificación mientras que los 
demás tendrán que encontrar otro segmento (o bien otra copia del mismo ARNm o 
desde un lugar diferente) para unirse. 
 
Para la transcripción reversa se preparó una premezcla con 13 μl Random Primers (50 μM) 
con 91 μl H2O. Luego se prepararon tubos con 1 μl de esta premezcla y 11 μl de muestra (1 
µg de ARN extraído) y se colocaron a 70 °C por 10 min en un bloque térmico. A continuación, 
se enfriaron inmediatamente en hielo y se agregaron 8 μl de premezcla conteniendo: 1 μl 
Inhibidor de RNAsa, 1 μl Ditiotreitol, 4 μl buffer de reacción 5X (Invitrogen), 1 μl dNTPs 10 
mM, 1 μl MMLV-Reverse Trascriptase (Invitrogen), a cada tubo de reacción, obteniéndose un 
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volumen final de 20 μl por tubo. La reacción se llevó a cabo en un ciclador térmico con el 
siguiente programa:paso 1) 25 °C, 10 min; paso 2) 42 °C, 2 h.  
El ADNc obtenido se conservó a -20 °C. 
 
8.3.  PCR cuantitativa en tiempo real 
La cuantificación de la expresión génica se llevó a cabo mediante PCR cuantitativa en tiempo 
real (qRT-PCR) empleando un protocolo comercial (Invitrogen) el cual utiliza una mezcla 
con el colorante SYBR Green I que se une inespecíficamente a ADN de doble hebra y fluorece 
en verde cuando es excitado con luz azul o UV (Figura 2.5). Un aumento en la intensidad de 
la fluorescencia verde indica una mayor cantidad de ADN de doble hebra producto de la 
PCR. Para la cuantificación, se mide en cada ciclo de PCR la cantidad de amplicón producido, 
de forma que a mayor cantidad de producto mayor será la fluorescencia emitida. Los 
sistemas de PCR en tiempo real detectan la cantidad de fluorescencia producida en cada 
ciclo de PCR y poseen un software de análisis que representa dicha fluorescencia 
gráficamente respecto al número de ciclos. Cuanto mayor sea la cantidad de moléculas que 
sirvan de molde, mayor será la fluorescencia. Es decir, dada una determinada intensidad en 
la fluorescencia (denominada umbral de fluorescencia), la muestra que tenga mayor 
cantidad de molde para la reacción que produce fragmento de ADN de doble cadena llegará 
a esa intensidad en un menor número de ciclos de reacción. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para cada reacción se utilizó: 1 μl Primer Forward y 1 μl Primer Reverse (concentración 
final 0,5 µM); 10 μl dilución 1/20 de molde de ADNc; 12 μl Master Mix (Invitrogen). 
 
SYBR Green I no unido 
SYBR Green I unido 
Figura 2.5: Aumento de la fluorescencia cuando las 
moléculas de SYBR Green se unen a ADN de doble 
cadena en la PCR cuantitativa en tiempo real. 
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El programa de ciclado de temperaturas fue el siguiente: Paso 1: 95 °C 10 min x 1 ciclo; Paso 
2: (95 °C 15 seg, 60 °C 1 min) x 40 ciclos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.6: Parámetros asociados a la curva de amplificación 
de PCR cuantitativa en tiempo real. 
 
La qRT-PCR permite, empleando un fluorocromo de unión inespecífica a la doble hebra de 
ADN, identificar fragmentos amplificados de DNA concretos a partir de la temperatura de 
fusión (o Tm, del inglés melting temperature), que es específica para el fragmento 
amplificado que se está buscando; y cuyos resultados son obtenidos a partir de la 
observación de la curva de disociación de las muestras de ADN analizadas. Una curva de 
fusión adecuada debería tener el aspecto que se muestra en la Figura 2.7. En ella, se observa 
un único producto de amplificación, mientras que si la amplificación no hubiera sido 
específica en esta curva aparecerían picos a diferentes temperaturas. Las curvas (+) 
pertenecen a diferentes tubos de reacción, mientras que las curvas (-) corresponderían a los 
controles donde no se agregó molde (control de reactivos) y al control al cual se agregó 
muestra de ARN, en lugar de ADNc. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.7: Curvas de fusión de productos PCR. 
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Para el análisis de expresión génica, se utilizó β-actina como gen normalizador o de 
referencia. Los resultados se analizaron por el método de C(t) comparativo descripto por 
Livak y Schmittgen (2001). Brevemente, el C(t) es el ciclo de la PCR en el que se supera un 
determinado umbral de fluorescencia. A partir de este punto, la fluorescencia es 
significativamente superior a la del nivel basal. Para comparar entre muestras, para cada 
una se normaliza el C(t) del gen de interés respecto al gen referencia (ΔC(t)). Luego, se 
comparan los ΔC(t) de cada muestra experimental (ΔC(t)M), con el ΔC(t) de la muestra 
utilizada como control (ΔC(t)C) para obtener el ΔΔC(t). 
La cantidad relativa en cada muestra, está definida por la siguiente fórmula: 2 -(ΔC(t)M - ΔC(t)C) 
En todos los casos se chequearon los productos de amplificación analizando las curvas de 
fusión (Tm) y en todas las corridas se incluyeron los controles negativos: uno con la mezcla 
de reacción sin ácidos nucleicos y otro con la mezcla de reacción y ARN extraído. 
 
Tabla 2.1: Secuencia nucleotídica de los primers humanos utilizados para qRT-PCR. 
 
Primer 
Secuencia 5’-3’ 
(directo y reverso) 
Referencia 
β-actina 
CCT GGC ACC CAG CAC AAT 
GCC GAT CCA CAC GGA GTA CT 
Rumbo y col., 2004 
CCL20 
CCA AGA GTT TGC TCC TGG CT 
TGC TTG CTG CTT CTG ATT CG 
Rumbo y col., 2004 
IL-8 
CAC CGG AAG GAA CCA TCT CA 
GGA AGG CTG CCA AGA GAG C 
Anderle y col., 2005 
CXCL10 
TCC ACG TGT TCA GAT CAT TGC 
TGA TGG CCT TCG ATT CTG G 
Anderle y col., 2005 
CXCL2 
AGA AGT GTC CCA GAG CCC TTG 
CAG GGA CAG AGC CAG ACA CTG 
Anderle y col., 2005 
MIF 
GTT CCT CTC CGA GCT CAC CCA GCA GC 
GCA GCT TGCT GTA GGA GCG GTTCT 
Romanin y col., 2010 
ITF 
TCC TGG CCT TGC TGT CCT C 
ACG GCA CAC TGG TTT GCA G 
Romanin ycol., 2010 
LPH 
GCC AAC CCA AGT TCG AAA GAG 
GAC ACG CCC CAC AGA AAG TC 
Anderle y col., 2005 
 
9.  Análisis estadístico 
Los valores de actividad luciferasa relativa así como también los de expresión relativa de 
ARNm, se expresaron como la media ± desviación estándar para la evaluación estadística se 
realizó un análisis de varianza (ANOVA) seguido del Test de Dunnet cuando se compararon 
todas las condiciones respecto a una condición control o Test de Tukey para comparaciones 
múltiples, con un nivel de significación α= 0,05. Se utilizó el programa GraphPad Prism, 
versión 5.01 para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA). 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
A. Actividad antimicrobiana de la fracción no microbiana de kefir 
1.  Efecto de la fracción no microbiana de kefir sobre el crecimiento de 
Salmonella Enteritidis, Escherichia coli y Bacillus cereus 
La mucosa intestinal está constantemente expuesta a microorganismos patógenos y 
enterotoxinas que ingresan normalmente con la dieta pudiendo inducir infecciones 
intestinales. Tanto Escherichia coli como Salmonella enterica y Bacillus cereus se 
encuentran entre los patógenos que constituyen un riesgo de transmisión al hombre a 
través del consumo de alimentos contaminados. Escherichia coli, es un organismo Gram-
negativo, anaerobio facultativo, habitante normal del intestino de la mayor parte de los 
mamíferos sanos. Sin embargo, algunas cepas son patógenas y pueden encontrarse 
frecuentemente contaminando alimentos como la carne vacuna, lácteos, jugos de fruta no 
pasteurizados, verduras y agua. Bacillus cereus es un bacilo Gram-positivo, anaerobio 
facultativo, capaz de esporular. Sus bajos requerimientos nutricionales y su capacidad de 
crecer en un amplio rango de temperaturas contribuyen a que se encuentre ampliamente 
distribuido en el ambiente (Lund & Granum 1997; Kotiranta y col., 2000). Sus esporas son 
capaces de resistir las condiciones de los procesos térmicos comúnmente utilizados en la 
industria alimentaria y por lo tanto es un contaminante frecuente de alimentos (Larsen & 
Jorgensen, 1999; Ghelardi y col., 2002; Schoeniy col., 2005). Los desordenes intestinales 
desencadenados por B. cereus pueden darse por la ingestión de alimentos contaminados 
que contengan toxinas y/o por la interacción entre las células intestinales con el 
microorganismo (en estado vegetativo o sus esporas). Por otro lado, Salmonella enterica es 
un patógeno intracelular, anaerobio facultativo, Gram-negativo, que está implicado en 
enfermedades transmitidas por los alimentos a través de la contaminación de las aves de 
corral, carne de cerdo, carne vacuna y productos lácteos (Burkholder & Bhunia, 2009). 
Todos los serotipos de Salmonella comparten la capacidad de invadir el huésped mediante 
la inducción de su propia captación por las células epiteliales intestinales. 
Estos tres microorganismos patógenos fueron seleccionaron como indicadores para 
evaluar el efecto antimicrobiano de la fracción no microbiana de kefir. 
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Se analizó el crecimiento de Escherichia coli ATCC 11229, Salmonella enterica serovar 
Enteritidis CIDCA 101 y Bacillus cereus ATCC 10876 en caldo nutritivo adicionado de 
distintas concentraciones de fracción no microbiana de kefir obtenido por fermentación 
de leche con gránulos CIDCA AGK1 durante 24 h a 20 °C, mediante el método de dilución 
en microplaca y mediciones espectrofotométricas de turbidez en el tiempo. Los resultados 
se presentan en la Figura 2.8. 
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Figura 2.8: Efecto de la fracción no microbiana de kefir sobre el crecimiento de 
microorganismos patógenos. (A) E. coli, (B) Salmonella y (C) B. cereus. Caldo nutritivo 
adicionado de fracción no microbiana obtenida por fermentación de leche con gránulos 
CIDCA AGK1 inoculados al 10 % p/v durante 24 h a 20 °C, en distintas concentraciones 
(% v/v): (●) 0% (♦) 25 %, (▼) 50 %, (▲) 75 % y (■) 100 %. 
 
Como se observa en la Figura 2.8, la fracción no microbiana presentó un efecto inhibitorio 
del crecimiento de microorganismos patógenos Gram-positivos y Gram-negativos que 
resultó dosis-dependiente. Afectó tanto la velocidad de crecimiento como la cosecha 
máxima para los tres patógenos analizados. Cuando se adicionó al medio de cultivo 
fracción no microbiana de kefir, en concentración 50 % v/v se evidenció un aumento del 
tiempo de latencia del crecimiento de E. coli y adicionado de 75 % v/v la inhibición de este 
microorganismo fue total (Figura 2.8 A). El crecimiento de Salmonella Enteritidis se vio 
afectado en presencia de la fracción no microbiana de kefir en concentraciones superiores 
al 50 % v/v (Figura 2.8 B), mientras que B. cereus requirió un 75 % v/v para inhibir su 
desarrollo (Figura 2.8 C). 
 
Posteriormente se evaluó el desarrollo de Escherichia coli, Salmonella Enteritidis y Bacillus 
cereus en la fracción no microbiana de kefir elaborado con gránulos de kefir CIDCA AGK1 
pH~3,8 y neutra. Las curvas de DO600nm en función del tiempo obtenidas se muestran en la 
Figura 2.9. 
 
 
A E. coli B Salmonella  C B. cereus 
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Figura 2.9: Efecto de la fracción no microbiana de kefir sobre el crecimiento de 
microorganismos patógenos. (A) E. coli (B) Salmonella (C) B. cereus. (□) Fracción no 
microbiana de leche fermentada 24 h con gránulos CIDCA AGK1  pH ~3,8 (■) neutralizada. 
(○) Sobrenadante de leche acidificada con ácido láctico pH 3,8 (●) neutralizado. 
 
 
Se observó que la fracción no microbiana de leches fermentadas con gránulos de kefir 
CIDCA AGK1, así como el sobrenadante de leche acidificada con ácido láctico, en la 
concentración encontrada en el producto fermentado, a pH 3,8 inhibieron el crecimiento 
de cepas de E. coli, Salmonella y B. cereus. Por el contrario, ambas muestras al ser 
neutralizadas perdieron completamente este efecto inhibitorio. Estos ensayos demuestran 
que los ácidos orgánicos presentes en la fracción no microbiana de kefir serían los 
responsables del efecto inhibitorio de los patógenos, debido fundamentalmente a su 
contenido de ácido láctico no disociado ya que se observa una pérdida de actividad cuando 
se neutraliza. Estos resultados también coinciden con los reportados por otros autores 
donde analizan la actividad antimicrobiana de cepas pertenecientes a los géneros 
Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus, Streptococcus y Bacillus contra patógenos 
Gram-positivos y Gram-negativos, y describen que la neutralización de los sobrenadantes 
de cultivo redujo los efectos inhibitorios, por lo que sostienen que uno de los principales 
mecanismos puede resultar de la producción de ácidos orgánicos a partir de la 
fermentación de la glucosa y la consiguiente disminución del pH (Rossland y col., 2003; De 
Keersmaecker y col. 2006; Tejero-Sariñena y col, 2012). Cabe destacar que se obtuvieron 
resultados equivalentes para la fracción no microbiana de kefir obtenida con ambos 
gránulos y que además el efecto a pH ácido resultó bactericida dado que estrías realizadas 
en agar nutritivo, luego de 24 h de incubación de los patógenos en las mismas, no 
presentaron desarrollo. 
Los datos obtenidos indican que la fermentación de leche con gránulos de kefir evita la 
proliferación de microorganismos patógenos que eventualmente pueden actuar como 
A            Escherichia coli  C         Bacillus cereus B        Salmonella Enteritidis 
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contaminantes, contribuyendo de este modo a la calidad y seguridad del producto 
obtenido. 
La compleja composición del consorcio microbiano que conforma los gránulos de kefir 
otorgaría ciertas ventajas en cuanto a la capacidad inhibitoria, potenciando este efecto, 
respecto a las cepas aisladas. Ridwan y col. (2008) estudiaron la actividad antimicrobiana 
de un probiótico multiespecie (Ecologic 641) contra una colección de patógenos obtenidos 
a partir de una infección pancreática y observaron que si bien todas las cepas individuales 
incluidas en la preparación fueron capaces de inhibir el crecimiento de los patógenos, la 
combinación de cepas, presentó un efecto inhibitorio mayor. Además observaron que 
cuando el pH de los sobrenadantes fue ajustado a pH=7, perdieron la capacidad de inhibir 
el crecimiento de patógenos, por lo que las propiedades antimicrobianas del probiótico 
multiespecie Ecologic 641 son explicadas por la producción de ácidos orgánicos. 
 
2.  Estudio del crecimiento de patógenos en la fracción no microbiana de kefir 
concentrada 
Con el objetivo de evidenciar la presencia de componentes antimicrobianos que pudieran 
encontrarse en baja concentración, la fracción no microbiana de leche fermentada con 
gránulos de kefir CIDCA AGK1 ácida y neutralizada se concentró 5 veces por liofilización y 
se analizó el crecimiento/supervivencia de los patógenos mediante recuento de 
microorganismos viables en medios selectivos en función del tiempo de incubación 
(Figura 2.10). 
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Figura 2.10: Efecto de la fracción no microbiana de kefir concentrada sobre la 
viabilidad de microorganismos patógenos. (A) E. coli (B) Salmonella (C) B. cereus.  
Microorganismos viables en la fracción no microbiana obtenida con gránulos CIDCA AGK1,  
24 h (■) pH=3,8 y concentrada 5 veces  (▲) pH=7,0 y concentrada 5 veces. (●) 
Microorganismos viables en caldo nutritivo. 
 
A            Escherichia coli     C         Bacillus cereus    B       Salmonella Enteritidis 
 
81 Capítulo 2. Actividad biológica de la fracción no microbiana de kefir 
 
Mediante la realización de recuentos de microorganismos viables en función del tiempo se 
observó que la fracción no microbiana de kefir en condiciones ácidas, concentrada, tiene 
un efecto bactericida sobre los patógenos estudiados. La concentración de 
microorganismos viables se redujo hasta límites no detectables en 5 h para E. coli y 
Salmonella y en 7 h para B. cereus. Cuando la fracción no microbiana concentrada es 
neutralizada, se perdió el efecto bactericida. Por lo tanto, puede decirse que concentrando 
5 veces no se evidenció la contribución de otros componentes antimicrobianos de la 
fracción no microbiana kefir, a menos que su actividad también dependa del pH hecho que 
no se puede diferenciar con estos ensayos. El kefir posee otros metabolitos 
antimicrobianos además de los ácidos orgánicos, tales como etanol, acetona, acetaldehído 
(Guzel-Seydim y col., 2000; Beshkova y col., 2003), diacetilo (Beshkova y col., 2003), CO2 
(Garrote y col., 1997; Grønnevik y col., 2011) y otros (Rodrigues y col., 2005; Barbosa y 
col., 2011). Asimismo cepas aisladas de kefir son capaces de producir bacteriocinas 
(Powell y col., 2007), las cuales poseen actividad antibacteriana contra ciertos tipos de 
microorganismos, generalmente relacionados con las bacterias productoras. Sin embargo 
la contribución de dichos componentes en el efecto antimicrobiano del kefir no ha podido 
dilucidarse completamente. 
El uso de ácido láctico es uno de los métodos más antiguos empleados para inhibir el 
crecimiento de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas (Helander y col., 1997). En su 
forma no disociada, este ácido orgánico puede atravesar las membranas bacterianas y así 
bajar el pH intracelular causando efectos adversos en numerosas funciones celulares 
(Presser y col., 1997; Carpenter & Broadbent, 2009). Además, también funciona como un 
permeabilizador de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas, y así puede 
potenciar los efectos de otras sustancias antimicrobianas (Alakomi y col., 2000). 
Teniendo en cuenta el pH, la concentración de ácido y la constante de disociación del 
mismo, se calculó la concentración de la forma no disociada del ácido láctico en la fracción 
no microbiana de kefir obtenida por fermentación con gránulos AGK1 y fue de 46,8 mM. La 
dilución mínima de la fracción no microbiana en medio de cultivo que presentó efecto 
inhibitorio del crecimiento de patógenos (Figura 2.8) fue del 75 % v/v lo cual 
representaría una concentración de ácido láctico no disociado de 35,1 mM Cuando se 
adicionó en concentración 50 % v/v la concentración de ácido láctico no disociado 
correspondería a 23,4 mM y dicha concentración no produjo inhibición. Los resultados 
obtenidos en el presente trabajo refuerzan la idea sostenida por varios estudios en los que 
proponen que la actividad inhibitoria del crecimiento de patógenos de los productos 
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fermentados sea atribuida a la disminución del pH debido a la producción de ácido láctico 
como producto final del metabolismo de las bacterias lácticas. 
 
3.  Efecto de la fracción no microbiana de kefir sobre la asociación/invasión de 
Salmonella a células Caco-2/TC-7 
Los cultivos de células in vitro han sido de gran utilidad para comprender la interacción 
entre Salmonella y las células eucarióticas (Ochoa & Rodriguez, 2005). Utilizando el 
modelo de células de epitelio intestinal Caco-2/TC7 se analizó la capacidad de asociación e 
invasión de Salmonella enterica serovar Enteritidis CIDCA 101 (Salmonella Enteritidis) y 
se evaluó el efecto de la preincubación tanto de las células como del patógeno con la 
fracción no microbiana de kefir. 
Después de la ingestión de agua o alimentos contaminados con Salmonella, este patógeno 
inicia su ciclo de infección invadiendo las células del huésped. Para el desarrollo de la 
enfermedad en primer lugar la Salmonella se adhiere al epitelio intestinal a través de 
fimbrias que le permiten conseguir un contacto estrecho con los enterocitos y constituyen 
un importante factor de virulencia ya que le permite a la bacteria resistir al fluido luminal. 
El proceso de internalización esta mediado por el sistema de secreción tipo III codificado 
por la isla de patogenicidad 1 (SP1-1). A través de este sistema el patógeno envía 
numerosos efectores a la célula epitelial que inducen cambios en las mismas al interferir 
en sus vías de señalización (Ochoa & Rodriguez, 2005). La invasión de Salmonella a las 
células epiteliales, implica desaparición de las microvellosidades de la célula epitelial y la 
inducción de cambios en el citoesqueleto de actina que causan el enrulamiento (ruffling) 
de la superficie celular y la inclusión del patógeno en vacuolas (Galán & Wolf-Watz, 2006). 
Las bacterias internalizadas residen en las vacuolas, obtienen los nutrientes de las células 
eucariotas y esto permite su crecimiento intracelular (Martinez-Moya y col., 1998). 
A fin de analizar si la fracción no microbiana inducía algún cambio o acondicionamiento en 
las células epiteliales con la consecuente protección del epitelio frente a la infección por 
este microorganismo, se analizó el efecto de la preincubación de las células con la fracción 
no microbiana de kefir, neutralizada, en la asociación/invasión de Salmonella Enteritidis 
(Figura 2.11). 
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Figura 2.11: Efecto del tratamiento de células Caco-2/TC-7 con la fracción no 
microbiana de kefir sobre la interacción con Salmonella Enteritidis. 
(A) Asociación (B) Invasión de Salmonella Enteritidis. Fracción no microbiana de 
kefir (FNM) obtenida con gránulos AGK1 inoculados en leche al 10 % p/v 24 h a 
20 °C. Valores expresados en Log10 UFC/fosa. Las distintas letras indican 
diferencias significativas con un valor α=0,05. 
 
Sobre un total de 106 UFC de Salmonella añadidas por fosa de cultivo celular, la asociación 
es del orden de 105, mientras que las bacterias que invaden se encuentran en el orden de 
103. Como se observa en la Figura 2.11 A y B, la preincubación de células con la fracción no 
microbiana de kefir no ejerció ningún efecto sobre la asociación o invasión de Salmonella 
Enteritidis a células epiteliales, indicando que los componentes presentes en la fracción no 
microbiana no produjeron cambios en la célula que modifiquen la interacción con el 
patógeno. 
 
Se analizó el efecto de la incubación de Salmonella Enteritidis en la fracción no microbiana 
de kefir sobre la capacidad de adherirse e invadir las células epiteliales (Figura 2.12). Para 
ello el pH de la fracción no microbiana fue ajustado a pH 4,5 a fin de mantener la 
Salmonella viable durante el tiempo de ensayo (1 h 37 °C). 
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Figura 2.12: Efecto de la preincubación de Salmonella Enteritidis con la 
fracción no microbiana de kefir sobre la interacción con  Caco-2/TC-7. 
Preincubación de Salmonella con la fracción no microbiana de kefir (FNM) 
obtenida con gránulos AGK1 inoculados en leche al 10 % p/v 24 h a 20 °C pH=4,5 
(■) Asociación (■) Invasión. Valores expresados en Log10 UFC/fosa. Las distintas 
letras indican diferencias significativas con un valor α=0,05. 
 
 
Como se observa en la Figura 2.12, cuando Salmonella Enteritidis fue tratada con la 
fracción no microbiana de kefir a pH 4,5 no se obtuvieron diferencias significativas en la 
asociación del patógeno a células epiteliales mientras que disminuyó significativamente su 
invasión. Este resultado indica que moléculas presentes en la fracción no microbiana de 
kefir como ácidos orgánicos, exopolisacáridos y/o proteínas/péptidos alterarían los 
mecanismos de patogénesis ejercido por Salmonella. 
Resultados similares en cuanto a la disminución de la capacidad de invasión de Salmonella 
a células de epitelio intestinal fueron reportados por Londero y col. (2015) quienes 
utilizaron sobrenadante de suero de leche fermentado con gránulos de kefir. Asimismo 
Hudault y col. (1997) demostraron que el pretratamiento de Salmonella con sobrenadante 
de cultivo de L. casei GG también disminuyó la capacidad de invasión del patógeno. 
Coconnier y col. (2000) informaron que el sobrenadante de cultivo de una cepa L. 
acidophilus, altera la capacidad de asociación e invasión de S. enterica serovar 
Typhimurium a células Caco-2/TC-7 y que además inhibe el desarrollo intracelular del 
patógeno. Golowczyc y col. (2007) demostraron que la proteína de capa-S presente en 
sobrenadantes de cultivos de cepas de L. kefiri se asocia con estructuras de la superficie de 
S. enterica y es la responsable de la disminución de la capacidad del patógeno de invadir 
 
85 Capítulo 2. Actividad biológica de la fracción no microbiana de kefir 
células epiteliales. Esta proteína podría encontrarse en leche fermentada con gránulos de 
kefir, pudiendo contribuir al efecto observado en el presente trabajo. 
Tellez y col. (2011) demostraron que la fermentación de leche con L. helveticus libera una 
fracción peptídica, derivada de α-lactoalbúmina y β-caseína, que posee un papel 
importante en la protección contra la translocación de Salmonella en ratones. Otros 
autores han reportado que los ácidos grasos de cadena corta pueden afectar la expresión 
de genes asociados con la capacidad de invasión de Salmonella, disminuyendo o 
magnificando el proceso según el tipo de ácido y su concentración (Altier, 2005). 
Asimismo, algunos autores atribuyen el efecto de sobrenadantes de cultivos de bacterias 
lácticas en la disminución de la invasión de Salmonella a la presencia de ácido láctico 
(Makras y col., 2006). 
En el presente estudio se demostró que la preincubación de células con la fracción no 
microbiana de kefir, no incidió sobre la capacidad de asociación/invasión de Salmonella, a 
células, mientras que la incubación del patógeno en la fracción no microbiana de kefir 
redujo su capacidad de invasión a los enterocitos, sin embargo más estudios serían 
necesarios para determinar en qué medida este efecto se debe a la presencia de ácidos 
orgánicos u otros metabolitos que interfieran en los mecanismos de invasión del patógeno. 
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B. Actividad inmunomoduladora de la fracción no microbiana de kefir 
1.  Obtención, cuantificación y caracterización de flagelina 
En el lumen del tracto digestivo hay grandes cantidades de flagelina (FliC) ya que esta 
molécula está presente en muchos microorganismos, no necesariamente patógenos. El 
receptor TLR5 reconoce la flagelina de diversas bacterias, esto puede actuar como un 
sistema de detección precoz que desencadena una respuesta rápida del huésped (Hughes & 
Galan, 2002; Ramos y col., 2004). La flagelina utilizada como estímulo proinflamatorio en los 
ensayos de inmunomodulación sobre células de epitelio intestinal realizados a lo largo de 
este trabajo, fue obtenida por un proceso de disrupción de los flagelos bacterianos de 
Salmonella enterica serovar Enteritidis, seguido de una separación por ultracentrifugación 
tal como se detalla en la sección Materiales y Métodos. Una vez obtenida la flagelina, se 
realizó una electroforesis (SDS-PAGE) para corroborar su presencia en la suspensión y se 
cuantificó la concentración de proteína por el método del ácido bicinconínico. 
En el gel obtenido se observó una única banda de 45 kDa correspondiente a la flagelina 
aislada (Figura 2.13). La suspensión presentó una concentración de 290 µg de proteína/ml. 
A partir de ésta, se preparó una suspensión en DMEM base en concentración 25 µg/ml, para 
su utilización en todos los ensayos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.13: Análisis de la flagelina extraída por electroforesis en 
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Calle 1: Patrón de peso 
molecular (kDa), calle 2: Flagelina (FliC) PM=45 kDa 
 
 
El siguiente paso en la caracterización de la flagelina consistió en evaluar su actividad 
estimuladora de la respuesta inmune innata de células epiteliales utilizando el sistema 
reportero Caco-2 ccl20:luc. En la naturaleza, la expresión de las quimoquinas es inducida 
por factores proinflamatorios externos. Como consecuencia de la unión de la flagelina a 
TLR5 se dispara una cascada de señales que acaba en la translocación al núcleo de factores 
de transcripción tales como NF-κB que se unen a los promotores de genes proinflamatrorios 
97
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aumentando la expresión de los mismos. Cuando se induce la respuesta inflamatoria con 
flagelina, las células en cultivo responden con alta sensibilidad mediante la producción de la 
quimoquina CCL20 que es un quimioatractante de linfocitos y células dendríticas a través 
del epitelio, haciendo de este gen un buen marcador para evaluar la respuesta 
proinflamatoria. La actividad luciferasa del sistema es proporcional a la expresión del gen de 
CCL20. La medida de dicha actividad se llevó a cabo mediante una reacción de 
luminiscencia, que es cuantificada utilizando un luminómetro. 
 
En primera instancia se realizó un ensayo sobre células Caco-2 ccl20:luc para analizar el 
aumento de la actividad luciferasa inducida por diferentes concentraciones de flagelina. Este 
aumento da como resultados valores mayores de luminiscencia, los cuales se normalizaron 
respecto a los valores correspondientes al control de células sin estimular (Figura 2.14). 
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Figura 2.14: Aumento relativo de la actividad luciferasa inducida por 
diferentes concentraciones de flagelina, respecto al control sin estímulo. 
 
 
Este ensayo permitió comprobar que el aumento de la actividad luciferasa sigue un efecto 
dosis-respuesta. Además se observó que utilizando una concentración de flagelina de 
0,5 μg/ml se alcanza un nivel máximo de estimulación de las células, lo que podría estar 
indicando que existe una saturación del receptor TLR5. Como puede observarse en la Figura 
2.14 la actividad luciferasa de las condiciones estimuladas con flagelina en concentración 
igual o superior a 0,5 μg/ml es 17 veces superior al control sin estímulo. De acuerdo a este 
resultado, se utilizó en los ensayos siguientes una concentración de 1 μg/ml que garantiza 
un nivel máximo de actividad luciferasa inducida. 
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2.  Modulación de la respuesta inmune innata epitelial in vitro por la fracción no 
microbiana de kefir 
2.1.  Ensayo en sistema reportero Caco-2 ccl20:luc 
Con el objetivo de estudiar la capacidad de modular la respuesta inmune innata de la 
fracción no microbiana de leche fermentada con gránulos de kefir, se utilizó el sistema 
reportero Caco-2 ccl20:luc con el mismo formato de ensayo descripto en la sección anterior. 
En todos los ensayos se incluyeron al menos 3 fosas incubadas sólo con DMEM base, sin 
estimulación (condición basal) y al menos 3 fosas incubadas con DMEM base estimuladas 
con flagelina, correspondientes al 100% de inducción de repuesta inflamatoria. Las 
fracciones no bacterianas analizadas fueron neutralizadas previamente y filtradas. 
Transcurridas 5 h, se lisaron las células y se llevó a cabo la reacción de luminiscencia. 
 
Se analizó la fracción no microbiana de leches fermentadas obtenidas con gránulos de kefir 
CIDCA AGK1 y CIDCA AGK10 durante 24 y 48 h de incubación a 20 °C, obteniéndose los 
siguientes resultados (Figura 2.15). 
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Figura 2.15: Efecto de la preincubación de células Caco-2 ccl20:luc con la 
fracción no microbiana de kefir sobre la actividad luciferasa relativa 
inducida por flagelina. Preincubación de 30 min con fracción no microbiana de 
kefir obtenida por fermentación de leche con gránulos AGK1 y AGK10 durante 24 
y 48 h neutralizada (■) Condición sin estimular (■) Condición estimulada con 
flagelina. Diferencias significativas respecto al control estimulado con flagelina, 
***p<0,001. ANOVA seguido de Test Dunnett. 
 
Se observó que la fracción no microbiana de kefir obtenida tanto con gránulos CIDCA AGK1 
como CIDCA AGK10, por fermentación durante diferentes tiempos disminuyen la actividad 
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luciferasa, y por tanto la respuesta inflamatoria, inducida por flagelina en aproximadamente 
un 80 % (Figura 2.15). Además el tratamiento de las células con la fracción no microbiana 
no induce por sí misma una respuesta inflamatoria, ya que no se observan diferencias 
significativas en la actividad luciferasa de las células incubadas con fracción no microbiana y 
el control de células sin estimular. 
 
2.2.  Modulación de la expresión de ARNm de Ccl20 en células Caco-2/TC-7 por la 
fracción no microbiana de kefir 
El efecto modulador de la respuesta inmune innata de la fracción no microbiana de kefir, fue 
verificado a nivel transcripcional mediante PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR). Para 
ello las células Caco-2/TC-7 se incubaron con fracción no microbiana de kefir en DMEM base 
durante 30 min. Luego se estimularon con flagelina y se incubaron durante 2 h. A 
continuación se lisaron las células utilizando un buffer de lisis conteniendo β-
mercaptoetanol y se extrajo el ARN total para proceder a la cuantificación de la expresión de 
ARNm de CCL20 como se detalló en la sección Materiales y Métodos del presente Capítulo. 
Los resultados se presentan en la Figura 2.16. 
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Figura 2.16: Efecto de la preincubación con la fracción no microbiana de 
kefir en la expresión de ARNm de CCL20 en Caco-2/TC-7. Fracción no 
microbiana obtenida por fermentación de leche con gránulos AGK1 24 h. 
(■) Condición sin estimular (■) Condición estimulada con flagelina. Los valores 
fueron expresados como relativos a la expresión de células que no recibieron 
ningún tratamiento. Los resultados corresponden al promedio de 2 experimentos 
independientes con triplicados ± desvío estándar. Diferencias significativas ** 
p<0,01, Test t Student, control estimulado con flagelina vs. fracción no 
microbiana elaborada con gránulos CIDCA AGK1 24 h estimulada con flagelina. 
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En las células que no recibieron tratamiento, se observó que la flagelina aumenta 150 veces 
la expresión del mensajero de CCL20 respecto a las células sin estimular. La preincubación 
del cultivo celular con fracción no microbiana de kefir disminuye significativamente el 
aumento de la expresión de CCL20 inducido por flagelina a nivel transcripcional respecto a 
las células sin tratamiento previo. Además se observó que la preincubación con fracción no 
microbiana de kefir no aumenta la expresión del mensajero de CCL20 por sí misma en la 
condición sin estímulo agregado. 
 
2.3.  Efecto de la fracción no microbiana de kefir frente a la estimulación del sistema 
Caco-2 ccl20:luc con IL-1β y TNF-α 
La IL-1 β y el TNF-α son moléculas inflamatorias primarias que median muchas de las 
características locales y sistémicas de la inflamación. Son producidas principalmente por 
macrófagos en respuesta a una serie de estímulos, incluyendo varios productos 
microbianos, virus, complejos inmunes, células T activadas y la acción combinada de otras 
citoquinas tales como IL-2 e INF-. Estas son reconocidas por receptores específicos de 
membrana que reclutan diversas moléculas de señalización que conducen a la activación de 
la vía NF-B, tal como lo hace la flagelina a través del TLR5, con la consecuente producción 
de marcadores proinflamatorios. 
 
A fin de analizar si las fracciones no bacterianas de kefir modulaban la inflamación inducida 
por otros agonistas de la respuesta inmune, generando diversas situaciones pro-
inflamatorias en el entorno celular, se analizó el efecto de la preincubación durante 30 min 
con la fracción no microbiana de kefir (AGK1, 24 h) sobre la estimulación de la respuesta 
inmune de células Caco-2 ccl20:luc, con IL-1β y TNF-α (Figura 2.17). 
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Figura 2.17: Efecto de la preincubación de células Caco-2 ccl20:luc con fracción no 
microbiana de kefir sobre la actividad luciferasa relativa inducida por agonistas 
proinflamatorios. (A) IL-1β (B) TNF-α. Preincubación de 30 min con fracción no microbiana 
obtenida por fermentación con gránulos AGK1 24 h neutralizada. Diferencias significativas 
respecto al control de células estimuladas **p<0,01; ***p<0,001. Test t Student. 
 
Se observó que la fracción no microbiana de kefir disminuye significativamente la actividad 
luciferasa y por tanto, la transcripción de CCL20, independientemente de cuál sea el 
estímulo que induce la misma. Esto sugiere que el mecanismo por el cual este producto 
ejercería su efecto modulador sería independiente de la interacción entre TLR5 y flagelina. 
Los receptores TLR4 (receptor de LPS), TLR5 (de flagelina), así como el receptor de IL-1β, 
poseen un dominio tirosina kinasa y comparten gran parte de los efectores y segundos 
mensajeros en sus vías de transducción de señales. 
Teniendo en cuenta que la fracción no microbiana de kefir presentó un efecto modulador de 
la respuesta inmune innata inducida tanto por flagelina, IL-1β como por TNF-α y que estos 
estímulos convergen en la activación de la vía NF-B, podría pensarse que la fracción no 
microbiana de kefir altera en algún nivel esta vía de señalización, disminuyendo finalmente 
la producción de mediadores proinflamatorios. 
 
3.  Viabilidad celular luego del tratamiento de los cultivos celulares con la fracción 
no microbiana de kefir 
Con el objetivo de verificar que la disminución de la actividad luciferasa en células 
estimuladas con flagelina pre-tratadas con la fracción no microbiana de kefir, respecto a las 
células sin tratamiento, no sea producida por daño celular se realizaron los siguientes 
controles de viabilidad celular luego de tratamientos. 
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3.1.  Actividad de la enzima lactato deshidrogenasa 
Para evaluar la integridad de las células luego de los tratamientos con la fracción no 
microbiana de leches fermentadas, se midió la actividad de la enzima lactato 
deshidrogenasa (LDH) en el medio extracelular. Esta enzima participa en el metabolismo 
energético anaerobio, cataliza la reacción reversible de conversión de lactato a piruvato 
utilizando NAD+ como cofactor. La enzima LDH se encuentra en el citoplasma celular por lo 
que un aumento de su concentración en líquidos extracelulares constituye un marcador de 
lesión en los tejidos. En los modelos in vitro de cultivos celulares, la liberación de LDH al 
medio extracelular es un indicador de daño. La actividad LDH se expresó como la variación 
de A340nm  por minuto (Tabla 2.2). 
 
Tabla 2.2: Actividad LDH expresada como variación de A340nm en el tiempo. 
 
 ∆A340nm /min 
Tratamiento 
Lisado celular 
(Actividad LDH 
total) 
Sobrenadante de 
cultivo  
Control 0,35 ±0,07 a 0,0037 ±0,00051 b 
Flagelina 0,33 ±0,04 a 0,0031 ±0,0063 b 
FNMK AGK1 24h 0,32 ±0,05 a 0,0033 ±0,0008 b 
FNMK AGK1 48h 0,29 ±0,02 a 0,0009 ±0,0007 b 
FNMK AGK10 24h 0,31 ±0,12 a 0,0003 ±0,0005 b 
FNMK AGK10 48h 0,35 ±0,10 a 0,00010 ±0,0005 b 
FNMK: Fracción no microbiana de kefir. Distintos superíndices indican 
diferencias significativas con un valor α=0,05. ANOVA seguido de Test de 
Tukey. 
 
La actividad enzimática en el medio de cultivo de células que no recibieron tratamiento fue 
nula (indicando integridad celular), mientras que en el lisado celular la actividad LDH fue la 
máxima evidenciada. Luego de la incubación de las células con flagelina o incubadas con la 
fracción no microbiana de kefir, tampoco se detectó actividad de la enzima LDH en el 
sobrenadante de cultivo de células. Por lo tanto, con estos resultados se pudo inferir que la 
incubación de las células con la fracción no microbiana de kefir no afecta las membranas 
celulares y por lo tanto, la disminución de la actividad luciferasa inducida por flagelina en 
células tratadas con la fracción no microbiana de kefir, no se debe a que las células hubieran 
sido dañadas. 
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3.2. Actividad de la enzima deshidrogenasa mitocondrial 
A través de la determinación de la actividad de la enzima deshidrogenasa mitocondrial se 
evaluó si los sobrenadantes de leche fermentadas ejercían algún efecto citotóxico que afecte 
la respuesta celular. Luego de la incubación de las células Caco-2 ccl20:luc con la fracción no 
microbiana de kefir, tal como se procedió para los ensayos de inmunomodulación, se evaluó 
la actividad enzimática mitocondrial como se describió en la sección Materiales y Métodos 
del presente Capítulo. 
En la Figura 2.18 puede observarse la actividad mitocondrial de las células luego de los 
tratamientos con la fracción no microbiana de leche fermentada con gránulos AGK1 y 
AGK10 durante 24 y 48 h. 
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Figura 2.18: Efecto de la fracción no microbiana de kefir sobre la actividad 
deshidrogenasa mitocondrial. Fracción no microbiana obtenida con gránulos (A) AGK1 
(B) AGK10 (■) Condición sin estimular (■) Condición estimulada con flagelina. Control: células 
incubadas con DMEM base. Los resultados son el promedio de triplicados ± desviación 
estándar de 3 experimentos independientes con triplicados. Diferencias significativas con 
respecto a las células control, *p<0,05. ANOVA seguido de Test de Tukey. 
 
El aumento del formazan producido por la reducción de la sal por las enzimas 
mitocondriales, produce un aumento de la A450nm y este valor es directamente proporcional 
al número de células viables en el cultivo. Si bien la actividad deshidrogenasa de los cultivos 
tratados con la fracción no microbiana de kefir fue significativamente diferente a la de los 
controles, se mantuvo el 87 % de la actividad enzimática.  De este modo, se confirmó que el 
efecto observado acerca de la capacidad de la fracción no microbiana de kefir de disminuir 
la actividad luciferasa inducida por flagelina no se debe a la pérdida de viabilidad celular 
sino a la disminución de producción de la citoquina CCL20. 
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4.  Efecto del tiempo de preincubación con la fracción no microbiana de kefir en la 
modulación de la respuesta inflamatoria 
Para evaluar si el efecto de la fracción no microbiana de kefir sobre la modulación de la 
respuesta inflamatoria inducida por flagelina requería adaptación de la célula o actuaba 
después de agregado el estímulo inflamatorio, se evaluó el efecto del tiempo de pre-
incubación de las células epiteliales con los distintos sobrenadantes frente a la estimulación 
con flagelina. En estos ensayos se incubaron las células Caco-2 ccl20:luc con la fracción no 
microbiana de kefir obtenida con gránulos CIDCA AGK1 durante 24 h, en las siguientes 
condiciones: 30 min antes, en simultáneo y 30, 60 o 120 min después de la estimulación con 
flagelina (tiempo cero). Los resultados se muestran en la Figura 2.19. 
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Figura 2.19: Efecto del tiempo de incubación de células Caco-2 ccl20:luc con 
la fracción no microbiana de kefir sobre la actividad luciferasa relativa 
inducida por flagelina. Fracción no microbiana obtenida con gránulos AGK1 24 
h. Diferencias significativas respecto al control de células estimuladas, 
***p<0,001. ANOVA seguido de Test de Dunnett. 
 
 
A partir de estos ensayos se observó que la fracción no microbiana de kefir posee la 
capacidad de modular la respuesta inmune innata incluso si se enfrenta a las células 
epiteliales hasta una hora después de la estimulación con flagelina. Sin embargo su acción 
resultó más efectiva si el contacto con las células epiteliales se realizaba de manera 
anticipada, en simultáneo o hasta 30 min luego de la estimulación con el agonista 
proinflamatorio. 
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Los resultados presentados hasta el momento permitieron demostrar la participación de la 
fracción no microbiana de kefir en la modulación de la expresión de citoquinas 
proinflamatorias. Vinderola y col. (2005; 2006a; 2006b) demostraron que tanto el kefir, 
como el kefir pasteurizado, fueron capaces de modular el sistema inmune de la mucosa 
intestinal en ratones, de manera dosis-dependiente y observaron que favorecen el 
mantenimiento de la homeostasis intestinal y aumentan la producción de IgA, a nivel de 
intestino delgado y grueso. También describieron que la fracción no microbiana de kefir 
incide sobre la secreción de citoquinas por células de sistema inmune innato. Por lo que 
puede observarse que tanto en el kefir completo como la fracción no microbiana contienen 
componentes que podrían tener un rol como sustancias bioterapéuticas orales. Otros 
autores han descripto que ciertas cepas de lactobacilos, principalmente Lactobacillus 
helveticus que posee alta capacidad proteolítica, pueden liberar péptidos de las proteínas 
lácteas durante la fermentación que podrían contribuir a la actividad inmunomoduladora 
del producto fermentado obtenido con ellas (LeBlanc y col., 2002, Vinderola y col., 2007, 
Tellez y col., 2011, Elfahri y col., 2014). Si bien muchos autores han descripto la actividad 
biológica de leches fermentadas con bacterias probióticas y sus metabolitos, no en todos los 
casos han podido dilucidar cuáles serían los componentes responsables de los efectos 
observados. 
 
5.  Efecto de componentes aislados de la fracción no microbiana de kefir en la 
modulación de la respuesta inmune innata epitelial 
La actividad biológica de la fracción no microbiana de kefir podría ser conferida por los 
metabolitos liberados durante la fermentación. En el Capítulo 1 se determinó que los 
principales productos metabólicos presentes en la fracción no microbiana de kefir son los 
ácidos orgánicos, exopolisacáridos y también péptidos derivados de la hidrólisis de 
proteínas, además en esta fracción aún permanecen los componentes solubles a pH 4 de la 
leche. Con el objetivo de aproximarnos a la naturaleza de la sustancia responsable de la 
capacidad de modular la respuesta inmune innata epitelial de la fracción no microbiana de 
kefir, realizamos ensayos sobre el sistema reportero Caco-2 ccl20:luc utilizando 
componentes aislados y también analizamos el efecto del tratamiento térmico y la diálisis 
sobre la capacidad moduladora. 
 
Debido a la evidencia de la capacidad inmunomoduladora de polisacáridos producidos por 
bacterias lácticas, en primer lugar se analizó como posible metabolito responsable del efecto 
observado, el exopolisacárido presente en la fracción no microbiana de kefir, en forma 
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aislada. Para ello, se pre-incubaron las células con diferentes concentraciones de kefiran 
durante 30 min y luego se estimularon con flagelina (Figura 2.20). 
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Figura 2.20: Efecto de la preincubación de células Caco-2 ccl20:luc con 
exopolisacárido sobre la actividad luciferasa relativa inducida por flagelina. 
Preincubación 30 min con exopolisacárido extraído de leche fermentada con 
gránulos de kefir en distintas concentraciones (% p/v). Diferencias significativas 
respecto al control estimulado con flagelina, **p<0,01; ***p<0,001. ANOVA 
seguido de Test de Dunnet. 
 
Como se puede ver en la Figura 2.20, el exopolisacárido extraído de la leche fermentada 
presentó capacidad de modular la respuesta inflamatoria inducida por flagelina en el 
sistema reportero Caco-2 ccl20:luc. Sin embargo, en las concentraciones en que este 
polisacárido se encuentra en la fracción no microbiana de kefir (aproximadamente 0,02 % 
p/v) no presentó dicha actividad. En estos ensayos también se comprobó la integridad del 
cultivo celular luego del tratamiento con kefiran, medida de la actividad LDH en el medio de 
cultivo respecto a la actividad obtenida en el lisado celular total. De este modo se verificó 
que la incubación de las células con kefiran no afectó la integridad celular. 
 
Debido al interés por identificar la naturaleza de los componentes bioactivos se analizó el 
efecto inmunomodulador de la fracción no microbiana de kefir luego de ser sometidos a un 
tratamiento térmico (15 min a 100 °C) y a una diálisis con una membrana de tamaño de 
corte de 1000 Da (Figura 2.21). 
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Figura 2.21: Efecto de la preincubación de células Caco-2 ccl20:luc con 
fracción no microbiana tratada térmicamente o dializada sobre la actividad 
luciferasa relativa inducida por flagelina. Preincubación de 30 min con 
fracción no microbiana de kefir: s/trat: sin tratamiento térmico; TT: con 
tratamiento térmico y la fracción retenida luego de la diálisis. Diferencias 
significativas respecto al control estimulado con flagelina, ***p<0,001. ANOVA 
seguido de Test de Dunnet. 
 
 
En la Figura 2.21 se observa que la fracción no microbiana de kefir, presentó un efecto 
modulador de la respuesta inmune innata significativo, aún cuando ha sido tratada 
térmicamente (15 min a 100 °C). Sin embargo, cuando fue dializada, perdió la capacidad de 
modular la respuesta inflamatoria en el sistema reportero de estudio. Este resultado indica 
que el metabolito responsable del efecto observado no es sensible al tratamiento térmico y 
tendría un peso molecular inferior a 1000 Da. 
 
Teniendo en cuenta estos resultados se analizó el efecto inmunomodulador de un 
sobrenadante de leche acidificada artificialmente con ácido láctico y ácido acético en las 
concentraciones encontradas en la fracción no microbiana de kefir (Figura 2.22 A), así como 
también luego de ser sometidos a un tratamiento térmico (15 min a 100 °C) y a una diálisis 
con una membrana de tamaño de corte de 1000 Da (Figura 2.22 B) 
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Figura 2.22: Efecto de la preincubación de células Caco-2 ccl20:luc con fracción no 
microbiana y sobrenadante de leche acidificado sobre la actividad luciferasa relativa 
inducida por flagelina. (A) Preincubación de 30 min con la fracción no microbiana obtenida 
con gránulos AGK1 24 h y el sobrenadante de leche acidificado (SNLAA) (■) Condición sin 
estimular (■) Condición con flagelina. (B) Preincubación de 30 min con sobrenadante de leche 
acidificada con ácido láctico y ácido acético: s/ trat: sin tratamiento térmico, TT: con 
tratamiento térmico y la fracción retenida luego de la diálisis. Diferencias significativas 
respecto al control estimulado con flagelina **p<0,01; ***p<0,001. ANOVA seguido de Test de  
Dunnet. 
 
Como se observa en la Figura 2.22 A, el sobrenadante de leche acidificado artificialmente 
con ácido láctico y ácido acético presentó una capacidad moduladora de la respuesta 
inmune innata epitelial equivalente a la de la fracción no microbiana de kefir. Además 
mediante medida de actividad LDH se verificó que la incubación de las células con el 
sobrenadante de leche artificialmente acidificado no produce un daño celular. 
En la Figura 2.22 B, se observa que, el sobrenadante de leche acidificada artificialmente con 
ácido láctico y acético, presentó un efecto modulador de la respuesta inmune innata 
significativo, aún cuando fue tratado térmicamente (15 min a 100 °C) y perdió parcialmente 
la capacidad de modular la respuesta inflamatoria en el sistema reportero al ser dializado. 
El efecto del sobrenadante de leche acidificada artificialmente con ácidos orgánicos resultó 
particularmente de interés ya que este producto contiene todos los componentes solubles 
de la leche a pH ácido, mientras que no habría contribución de productos metabólicos 
bacterianos más que los ácidos orgánicos agregados.  
Estos resultados indicarían que el/los metabolitos responsables del efecto observado de 
peso molecular inferior a 1000 Da y resistentes al tratamiento térmico serían los ácidos 
láctico y acético presentes en la leche fermentada, o al menos podemos afirmar que estarían 
involucrados en forma directa en el efecto observado. 
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Para confirmar esta hipótesis se realizaron ensayos con soluciones acuosas de diferentes 
concentraciones de estos ácidos, que se neutralizaron y esterilizaron por filtración sobre la 
actividad luciferasa inducida por flagelina en células Caco-2 ccl20:luc (Figura 2.23). 
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Figura 2.23: Efecto de la preincubación de células Caco-2 ccl20:luc con soluciones de 
lactato y acetato sobre la actividad luciferasa relativa inducida por flagelina. 
Preincubación de 30 min con distintas concentraciones (mM) de (A) Ácido láctico, pH=7,0 
(B) Ácido acético, pH=7,0. Diferencias significativas respecto al control sin tratamiento (0 mM) 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. ANOVA seguido de Test de Dunnet. 
 
 
Se observó que ambos ácidos orgánicos modulan la activación de la respuesta inmune 
innata inducida por flagelina, cuando se ponen en contacto con las células epiteliales en 
concentraciones mayores o iguales a 5 mM o 10 mM para el ácido láctico y acético 
respectivamente. Dado que la concentración de ácido acético hallada en la fracción no 
microbiana de kefir tuvo un valor máximo de 12 mM, la contribución de este metabolito al 
efecto bioactivo sería menor; otorgándole al ácido láctico el rol de principal responsable del 
efecto observado ya que en kefir su concentración varía entre 90-150 mM. 
 
La viabilidad de las células luego del tratamiento con diferentes concentraciones de lactato y 
acetato se determinó mediante la medida de la actividad deshidrogenasa mitocondrial. 
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Figura 2.24: Efecto de la incubación de células Caco-2 ccl20:luc con lactato y acetato 
sobre la actividad deshidrogenasa mitocondrial. (A) Ácido láctico, pH=7,0 (mM) (B) Ácido 
acético 100 mM, pH=7,0. (■) Condición sin estimular (■) Condición estimulada con flagelina. 
Control: células incubadas con DMEM base. 
 
 
Como puede verse en la Figura 2.24, la incubación con lactato aún en concentraciones 
elevadas (superiores a 100 mM) y acetato 100 mM, no resultó citotóxico y no disminuyó 
significativamente la viabilidad celular con respecto a las células que no recibieron ningún 
tratamiento. 
El ácido láctico constituye uno de los componentes principales de los productos lácteos 
fermentados, contribuyendo a las propiedades organolépticas y antimicrobianas. Los 
resultados obtenidos en el presente trabajo indican que el lactato podría contribuir a las 
propiedades inmunomoduladoras atribuidas a estos productos. 
 
6.  Modulación de la expresión génica en células Caco-2 ccl20:luc por lactato 
A fin de confirmar los resultados obtenidos en el sistema reportero Caco-2 ccl20:luc, se 
evaluó el efecto de la activación de las células con flagelina y la preincubación con lactato 
mediante la medida de los niveles de ARNm de citoquinas proinflamatorias. Se evaluó 
CCL20 y además se analizó la expresión de CXCL2, quimioatractante de neutrófilos y 
monocitos; CXCL8 conocida también como IL-8, quimioatractante de neutrófilos y CXCL10, 
quimioatractante de linfocitos T efectores (Figura 2.25). 
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Figura 2.25: Efecto de la preincubación con lactato en la expresión de ARNm 
de genes proinflamatorios en células Caco-2 ccl20:luc. Preincubación de 30 
min con lactato 100 mM, pH=7,0 y estimulación con flagelina. Los valores se 
muestran como relativos a la expresión de células que no recibieron tratamiento. 
Resultados promedios de 2 experimentos independientes con triplicados en cada 
uno de ellos ± desvío estándar. Diferencias significativas entre la condición 
estimulada con flagelina sin tratamiento y preincubada con lactato, ***p<0,001. 
Test t Student. 
 
Se observó que la expresión de los ARNm de las quimoquinas CCL20, CXCL2, IL-8 y CXCL10 
aumentó al menos 100 veces con respecto a la condición basal por la estimulación con 
flagelina y en el caso de CCL20 hasta 500 veces. Esta respuesta disminuyó 
significativamente cuando las células epiteliales fueron preincubadas 30 min con solución 
de lactato 100 mM, pH 7,0. 
Del mismo modo se evaluó el efecto de la preincubación de las células epiteliales con lactato 
100 mM sobre la expresión de genes con funciones no inmunológicas, expresados en 
enterocitos. Los genes seleccionados para este ensayo fueron: LPH (Lactase Phlorizin 
Hydrolase), una enzima involucrada en la función digestiva de los enterocitos; ITF (Intestinal 
Trefoil Factor), que participa en la reparación del epitelio intestinal y MIF (Macrophage 
migration inhibitory factor), una quimoquina constitutiva (Figura 2.26). 
 
 
*** 
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Figura 2.26: Efecto de la preincubación con lactato en la expresión de ARNm 
de genes con funciones no relacionadas directamente con la respuesta 
inmune de enterocitos en células Caco-2 ccl20:luc. Preincubación con lactato 
100 mM, pH=7,0 y estimulación con flagelina. Los valores se muestran como 
relativos a la expresión de células que no recibieron tratamiento. Resultados 
promedios de 2 experimentos independientes con triplicados en cada uno de 
ellos ± desvío estándar. 
 
 
Como se observa en la Figura 2.26, la expresión de ninguno de los genes constitutivos se vio 
modificada de manera significativa ya sea por efecto de la preincubación de las células 
epiteliales con lactato, la estimulación con flagelina o la combinación de ambas. En ningún 
caso se observaron cambios en los niveles de expresión de β-actina, el gen utilizado como 
referencia. 
Puede decirse entonces que el lactato disminuyó la actividad luciferasa inducida por 
flagelina, asi como también disminuyó la expresión del mensajero de CCL20 respecto a las 
células que no recibieron tratamiento, indicando su efecto a nivel traduccional y 
transcripcional. Asimismo también afectó la transcripción de otros genes de citoquinas 
proinflamatorias, mientras que no alteró la expresión de genes relacionados con el normal 
funcionamiento de los enterocitos. 
 
A continuación se analizó el efecto de la preincubación con lactato 100 mM frente a la 
estimulación de células Caco-2 ccl20:luc tanto por flagelina como por IL-1β. Los resultados 
se presentan en la Figura 2.27. 
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Figura 2.27: Efecto de la preincubación de células Caco-2 ccl20:luc con  
lactato sobre la actividad luciferasa relativa inducida por distintos 
agonistas proinflamatorios. (A) Flagelina (B) IL-1β. Preincubación de 30 min 
con lactato 100 mM, pH=7,0. (■) Condición sin estimular (■) Condición 
estimulada. Diferencias significativas respecto al control estimulado **p<0,01; 
***p<0,001. Test t Student. 
 
Se pudo observar que la capacidad moduladora de la respuesta inmune innata epitelial que 
ejerce el lactato fue independiente del estímulo proinflamatorio utilizado (flagelina o IL-1β), 
tal como se había observado para la fracción no microbiana de kefir. 
 
7.  Efecto de la isomería 
Para evaluar  si el efecto observado dependía de la isomería del lactato, se analizó el efecto 
de la preincubación 30 min de células Caco-2 ccl20:luc con los isómeros D-lactato, L-lactato 
y la mezcla racémica DL- lactato frente a la estimulación con flagelina. 
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Figura 2.28: Efecto de la preincubación de células Caco-2 ccl20:luc con soluciones de D, L 
y DL-lactato sobre la actividad luciferasa relativa inducida por flagelina. (A) Condición 
sin estímulo (B) Estimulada con flagelina. Preincubación con diferentes concentraciones (mM) 
de isómeros (■) L-lactato (■) D-lactato (■) Mezcla racémica DL-lactato. Diferencias 
significativas respecto al control (0 mM) ***p<0,001. ANOVA seguido de Test de Dunnet. 
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Tanto los isómero D(+) como L(-) lactato presentaron un efecto modulador de la respuesta 
inflamatoria inducida por flagelina en los enterocitos que resultó equivalente al de la mezcla 
racémica, indicando que el efecto inmunomodulador del lactato es independiente de la 
isomería. 
 
Los resultados presentados hasta el momento permitieron demostrar la relevancia del 
lactato en la modulación de respuesta inmune innata epitelial ejercida por la fracción no 
microbiana de kefir. Muchos estudios reportan la bioactividad de los ácidos grasos de 
cadena corta (AGCC) producidos en el colon como resultado de la fermentación anaeróbica 
de la microbiota (Roy y col., 2006; Tedelind y col., 2007; Vinolo y col., 2011a y 2011b; Arpaia 
y col., 2013; Macia y col., 2015; Wang y col., 2015), mientras que el efecto del lactato como 
metabolito inmunomodulador ha sido menos estudiado. 
 
El kefir contiene uno de los niveles más altos de lactato, probablemente como resultado de 
la acción combinada del consorcio microbiano del gránulo (Garrote y col., 2010). Dado que 
las propiedades inmunomoduladoras de diferentes fracciones del kefir se han demostrado 
in vivo (Vinderola y col., 2006b; Vinderola y col., 2007) es posible pensar que algunas de las 
propiedades inmunomoduladoras asociadas al consumo de kefir puedan estar relacionadas 
con los niveles particularmente altos de lactato que se encuentran en esta leche fermentada 
o a la producción in situ de lactato por los microorganismos. De acuerdo con el perfil dosis-
respuesta, se observó que el lactato modula la activación de la respuesta innata en 
concentraciones superiores a 50 mM, la cual está dentro de los niveles que se producen en el 
kefir. Dado que el ácido láctico se puede encontrar en otros alimentos fermentados a niveles 
de aproximadamente 5 a 100 mM (Fernández Villamil y col., 1997), es posible que otros 
productos fermentados también sean capaces de ejercer la actividad biológica que se 
muestra aquí en diferentes grados. 
 
8.  Modulación de la respuesta inflamatoria intestinal in vitro por metabolitos de 
fermentación microbiana 
Las fibras dietéticas son carbohidratos complejos que los seres humanos son incapaces de 
metabolizar, debido a que carecen de las enzimas adecuadas. Sin embargo, la microbiota 
presente en el intestino puede utilizar estas sustancias como fuente de energía, fermentarlos 
y producir AGCC, principalmente acetato, propionato y butirato (Macfarlane & Macfarlane, 
2003). Además de su importante papel como combustible para las células epiteliales 
intestinales, los AGCC están implicados en diferentes procesos en el tracto gastrointestinal 
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como la absorción de agua y electrolitos (Vinolo y col., 2011a). También contribuyen a la 
homeostasis del organismo (Arpaia y col., 2013; Smith y col., 2013; De Vadder y col., 2014) y 
se ha demostrado que poseen propiedades antiinflamatorias sistémicas (Maslowski y col., 
2009) (Figura 2.29). 
 
Ej: AGCC
 
 
Figura 2.29: Efecto de la fibra dietaria sobre la microbiota intestinal y la 
respuesta inmune epitelial. AGCC: Ácidos grasos de cadena corta. Adaptado de 
Devaraj y col., 2013. 
 
 
Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que tanto el acetato como el lactato 
poseen actividad moduladora de la respuesta inmune innata epitelial in vitro de manera 
dosis-dependiente. Dada la evidencia de que los AGCC pueden modular la respuesta inmune, 
a través de diversos mecanismos, se consideró valioso explorar también efecto del 
propionato y butirato en el sistema reportero Caco-2 ccl20:luc. 
 
Se llevaron a cabo ensayos sobre cultivo de células Caco-2 ccl20:luc, las cuales fueron 
preincubadas 30 min con soluciones de acetato, lactato, propionato y butirato en 
concentraciones de 1 a 100 mM. Para ello, las soluciones acuosas de los ácidos fueron 
neutralizadas y esterilizadas por filtración. Se determinó la actividad luciferasa mediante la 
medida de luminiscencia. Los valores se normalizaron respecto a un control estimulado con 
flagelina que no recibió ningún tratamiento (Figura 2.30). 
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Figura 2.30: Efecto de la preincubación de células Caco-2 ccl20:luc con 
soluciones de ácidos orgánicos sobre la actividad luciferasa relativa 
inducida por flagelina. Preincubación de 30 min con distintas concentraciones 
de ácidos orgánicos, pH=7,0 (●) ácido láctico (■) ácido acético (▲) ácido 
propiónico (▼) ácido butírico. Diferencias significativas respecto al control 
estimulado con FliC, *p<0,05; ***p<0,001. ANOVA seguido de Test de Dunnet. 
 
Tal como había sido observado para el lactato y el acetato, se obtuvo un efecto modulador 
de la respuesta inmune innata epitelial dosis dependiente para el propionato y butirato aún 
en concentración 1 mM. 
Se controló la viabilidad celular de los cultivos incubados con los diferentes ácidos, 
mediante la determinación de la actividad enzimática mitocondrial. Los resultados se 
presentan en la Figura 2.31. 
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Figura 2.31: Efecto de la incubación de células Caco-2 ccl20:luc con ácidos 
orgánicos sobre la actividad deshidrogenasa mitocondrial. Incubación 5 h 
con soluciones de ácidos orgánicos 100 mM, pH=7,0. (■) Condición sin estimular 
(■) Condición estimulada con flagelina. 
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Se confirmó que la incubación de células Caco-2 ccl20:luc con los AGCC no afectó la 
viabilidad celular, por lo cual se descartó la posibilidad de que la disminución de la 
activación de la respuesta inmune innata, determinada mediante la actividad luciferasa 
inducida por flagelina en el sistema de células Caco-2 ccl20:luc, fuera generada por un efecto 
citotóxico. 
 
El efecto de los AGCC fue analizado también a nivel transcripcional mediante la 
determinación de ARNm de citoquinas proinflamatorias: CCL20 e IL-8 y a modo de control 
se analizó el efecto sobre la expresión del gen constitutivo ITF (Figura 2.32). 
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Figura 2.32: Efecto de la preincubación de células Caco-2 ccl20:luc con ácidos 
orgánicos en la expresión de ARNm. (A) CCL20 (B) IL-8 (C) ITF. Preincubación de 30 min 
con ácidos orgánicos 100 mM, pH=7,0 (Lac: lactato, Ace: acetato, Pro: propionato, But: 
butirato) y estimulación con flagelina. Diferencias significativas respecto al control 
estimulado con flagelina, sin tratamiento previo *p<0,05; **p<0,01. Test t Student. 
 
En la Figura 2.32 se observa el efecto de los ácidos orgánicos en concentración 100 mM a 
nivel transcripcional. En estos ensayos se observó que el tratamiento de las células con los 
distintos ácidos no induce la expresión de mensajeros de las citoquinas proinflamatorias 
CCL20 ni de IL-8. Al estimular las células con flagelina se produce un aumento significativo 
de la expresión de estos genes, siendo este aumento menor en las células que fueron 
pretratadas con lactato, propionato y butirato. En el caso particular del acetato, se observó 
A B 
C 
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una modulación significativa de la expresión de ARNm de CCL20 respecto a las células sin 
tratamiento, ambos estimulados con flagelina, mientras que la modulación de la expresión 
de IL-8 no fue significativa. Por último, se midió el efecto del tratamiento de las células sobre 
la expresión de ARNm del gen que codifica para la proteína ITF y se observó que los niveles 
de expresión en las células pretratadas con los AGCC no fueron significativamente diferentes 
de la expresión en células sin tratamiento. 
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CONCLUSIONES 
 
 
A. Actividad antimicrobiana de la fracción no microbiana de kefir 
 La fracción no microbiana de kefir adicionado en concentraciones superiores a 75 % v/v 
inhibió el crecimiento de cepas patógenas de E. coli, Salmonella y B. cereus en caldo 
nutritivo. 
 La fracción no microbiana de kefir concentrada 5 veces y neutralizada no inhibió el 
desarrollo de las cepas patógenas estudiadas. 
 La capacidad inhibitoria observada se relacionó con la concentración de ácido láctico no 
disociado ya que los productos perdieron dicha actividad al ser neutralizados. 
 La preincubación de células epiteliales con la fracción no microbiana de kefir no modificó 
la asociación/invasión de Salmonella. 
 La preincubación de Salmonella con la fracción no microbiana de kefir disminuyó 
significativamente la capacidad de Salmonella de invadir células epiteliales. 
 
B. Actividad inmunomoduladora de la fracción no microbiana de kefir 
 La fracción no microbiana de kefir obtenida luego de 24 y 48 h de fermentación a 20 °C, 
con los dos los gránulos CIDCA AGK1 y AGK10, mostró la capacidad de modular la 
respuesta inmune innata epitelial in vitro inducida por flagelina, IL-1β y TNF-α. 
 La fracción no microbiana de kefir disminuyó la expresión de ARNm de CCL20 inducida 
por flagelina. 
 El polisacárido aislado de leche fermentada con gránulos de kefir, moduló la respuesta 
inmune innata epitelial inducida por flagelina en concentraciones mayores a 1 % p/v. 
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 El/los metabolito responsable de la actividad inmunomoduladora de la fracción no 
microbiana presentó un peso molecular menor a 1000 Da y resistió el tratamiento 
térmico (15 min, 100 °C). 
 El lactato y el acetato modularon la respuesta inmune innata epitelial inducida por 
flagelina in vitro en forma dosis-dependiente. Además, tanto el isómero D-, como el L-
lactato y la mezcla racémica presentaron un efecto inmunomodulador equivalente. 
 El pretratamiento de células con lactato 100 mM, disminuyó la inducción de la expresión 
de quimoquinas proinflamatorias CCL20, IL-8, CXCL2 y CXCL10 ante la estimulación con 
flagelina, sin afectar la expresión de genes relacionados con el normal funcionamiento de 
los enterocitos (ITF, LPH, MIF). 
 Otros productos de fermentación microbiana como el propionato y butirato, también 
modularon la respuesta inmune innata epitelial en ensayos in vitro de manera dosis-
dependiente y en concentraciones menores que el lactato y acetato. 
 Los ácidos grasos de cadena corta (acetato, propionato y butirato) disminuyeron la 
expresión de ARNm de CCL20, propionato y butirato también disminuyeron la expresión 
de ARNm de IL-8, en células epiteliales estimuladas con flagelina, mientras que no 
indujeron cambios en la expresión de genes implicados en el normal funcionamiento de 
los enterocitos. 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
1.  Enfermedades inflamatorias intestinales 
Las enfermedades inflamatorias intestinales (EII) son un grupo de patologías que incluye 
como principales exponentes a la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU). No se 
conoce con exactitud la etiología de estas enfermedades, participando en las mismas 
factores genéticos, ambientales e inmunológicos (Jurjus y col., 2004). Estas enfermedades 
constituyen un trastorno gastrointestinal común y crónico caracterizado por una disfunción, 
inflamación y daño del tejido de la mucosa intestinal iniciado y perpetuado por una 
respuesta inmune mal regulada (Kleessen y col., 2002; McGuckin y col., 2009). Ambas 
formas pueden asociarse con manifestaciones extraintestinales como fiebre, pérdida de 
peso, retraso en el crecimiento, artralgias o artritis, lesiones mucocutáneas y una mayor 
incidencia de cáncer gastrointestinal (Ekbom y col., 1990). Comúnmente se presentan en 
individuos jóvenes o adultos y persisten durante largos períodos, afectando la calidad de 
vida y aumentando la mortalidad a cusa de esta enfermedad. En pacientes con EC, la 
inflamación suele ser localizada en el íleon y el colon; sin embargo, en algunos individuos, 
puede implicar cualquier parte del tracto gastrointestinal. La inflamación es discontinua y 
transmural, y se caracteriza por la presencia de grandes números de células mieloides, así 
como células T efectoras diferenciadas hacia una respuesta tipo Th1 y Th17 en el intestino. 
La inflamación asociada a la CU está, por definición, restringida al colon donde el infiltrado 
se manifiesta en la mucosa del intestino grueso. Se cree que la falta de una regulación 
apropiada de la respuesta inmune a las bacterias entéricas induce la sobreproducción 
sostenida de las múltiples citoquinas inflamatorias, especies reactivas del oxígeno y especies 
de nitrógeno que pueden dañar directa o indirectamente tejido intestinal y conducen a 
erosiones, ulceraciones, fibrosis, y edema. En condiciones normales, la actividad 
inflamatoria está regulada por el balance de citoquinas producidas por los linfocitos T de la 
lámina propia con actividad proinflamatoria y moléculas antiinflamatorias (Strober y col., 
1997). En general, cuando se estudian las biopsias completas de intestinos de pacientes con 
EII, se encuentra un aumento en la expresión basal de citoquinas proinflamatorias IFN-γ, 
TNF-α, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, IL-15, IL-18 y los miembros de la familia del IL-12 (IL-12, IL-
23, IL-27), entre otros (Autschbach y col., 2002). Además también aumentan sus oponentes 
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antiinflamatorios: TGF-β e IL-10, y el equilibrio entre ambos grupos es lo que finalmente 
determina el curso de la enfermedad (Autschbach y col., 2002). Los tratamientos actuales 
para las EII se limitan al uso de anti-inflamatorios, inmunosupresores y antibióticos, que 
tienen el objetivo de controlar el desarrollo de la inflamación o bloquear las vías de 
señalización que se cree están involucradas en la respuesta inmune excesiva asociada con la 
enfermedad activa. Sin embargo, estos fármacos están asociados con efectos adversos 
graves tales como reacciones alérgicas, problemas hepáticos (Marteau, 2006; Nielsen & 
Munck, 2007) y su efecto terapéutico puede ser limitado. En casos severos se recurre a 
resecciones quirúrgicas de los segmentos afectados, siendo frecuente las recidivas post-
operatorias. Debido a esto muchas investigaciones de los últimos años se centran en el 
desarrollo nuevas estrategias para el tratamiento de este tipo de afecciones. 
 
2.  Modelos experimentales de enfermedad inflamatoria intestinal 
Un modelo animal adecuado para el estudio de EII debería producir determinadas 
características fundamentales: el intestino debe exhibir alteraciones morfológicas, 
inflamación, síntomas y signos de la fisiopatología similar o idéntica a la EII humana. 
También el animal de interés debe tener una base genética bien definida, además de un 
sistema inmune bien caracterizado. Deben además, poder utilizarse reactivos que sean 
fácilmente disponibles y accesibles, junto con criterios bien definidos para la gestión y/o 
manipulación exitosa. 
Los modelos animales para el estudio de las EII se pueden clasificar en dos categorías: 
modelos inducidos y modelos espontáneos. Bajo la denominación de modelos espontáneos 
se engloban los modelos producidos por manipulación genética o por transferencia de 
poblaciones celulares efectoras en distintas cepas murinas. Los modelos inducidos por la 
administración de diversos agentes químicos adquirieron relevancia por ser relativamente 
más económicos, de fácil manipulación y razonablemente reproducibles (Mañé Almero, 
2007; Kawada y col., 2007) estando en todos ellos fundamentalmente implicada una 
respuesta inmune innata exacerbada como principal agente iniciador del daño 
histopatológico. La colitis experimental puede inducirse mediante la administración de 
enemas intracolónicos de ácido acético, ácido 2,4,6-trinitrobenzenosulfónico (TNBS)/etanol 
y oxazolona. Otras vías de administración son la oral para los polímeros y polisacáridos 
sulfatados, por ejemplo el dextran sulfato de sodio (DSS) y la subcutánea para la 
ciclosporina e indometacina. Las colitis inducidas de forma oral cursan una fase aguda que 
puede durar entre una y varias semanas, mientras que las colitis inducidas por enemas la 
fase aguda se limita a unos 3 días post-inducción. En la fase aguda se observa un aumento de 
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marcadores inflamatorios que se correlacionan con la gravedad del proceso inflamatorio 
intestinal. Estos mediadores inflamatorios provienen del metabolismo del ácido 
araquidónico (eicosanoides, generados por activación de la enzima ciclo-oxigenasa COX), del 
metabolismo oxidativo (metabolitos reactivos de oxígeno, iNOS, mieloperoxidasa, etc.) y de 
expresión de mediadores inflamatorios a nivel intestinal (citoquinas, factores de 
crecimiento). En general, el proceso inflamatorio intestinal evoluciona llegando a resolverse 
de forma espontánea. 
Entre los modelos de colitis experimental más empleados en la actualidad se destacan la 
colitis inducida por TNBS y por DSS. En estos modelos se puede distinguir una fase aguda 
inicial que puede evolucionar hacia un proceso inflamatorio de características crónicas con 
presencia de estenosis, adherencias, engrosamiento de la pared intestinal, diarrea 
sanguinolenta y una significativa pérdida de peso de los animales. 
El modelo experimental de inducción de colitis por administración intrarrectal de TNBS en 
etanol, genera inflamación en la mucosa con un perfil de activación tipo Th1, con una 
excesiva producción de citoquinas proinflamatorias como IFN-γ, IL-12 (Jurjus y col., 2004) y 
una lesión continua, restringida al colon distal. Se ha sugerido un mecanismo patogénico 
basado en la capacidad del etanol/TNBS de debilitar la barrera mucosa, lo que facilitaría el 
contacto entre antígenos luminales colónicos y la lamina propia (Morris y col., 1989). 
Consecuentemente, se iniciaría una fase inicial con la participación de macrófagos y 
neutrófilos activados por varios estímulos que generan grandes cantidades de metabolitos 
altamente reactivos de oxígeno como O2- y H2O2. Adicionalmente, el TNBS puede actuar 
como hapteno modificando la estructura de proteínas de la superficie celular por su 
capacidad de unirse covalentemente a residuos de lisina y tirosina provocando una 
respuesta inmune por parte de macrófagos y linfocitos T (Grisham y col., 1992). Este último 
mecanismo puede ser relevante en modelos de administración crónica de TNBS. La principal 
lectura de este modelo es la histopatología del recto. El daño tisular se caracteriza por 
edema en la capa submucosa, un gran infiltrado linfocitario y daño epitelial con eventual 
destrucción de la capa mucosa. Se ha descripto que la variabilidad genética en los ratones, 
así como la edad y por tanto el peso de los mismos al momento del ensayo influyen en el 
correcto establecimiento del modelo. 
 
3.  Estrategias para la prevención de enfermedades inflamatorias intestinales 
Muchos microorganismos probióticos han demostrado la capacidad de prevenir y tratar la 
inflamación intestinal debido a sus propiedades inmunomoduladoras, en modelos animales 
(Sinagra y col., 2013; Shanahan & Quigley, 2014) tal como se resumen en la Tabla 3.1.  
 Tabla 3.1: Efectos de microorganismos probióticos en modelos animales de inflamación intestinal 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Probiótico 
Modelo empleado/ 
Administración 
Mecanismo Referencia 
Lactobacillus fermentum CECT 5716 
TNBS/1x109 UFC/animal en agua de bebida 
diariamente 2 semanas previas o diariamente 21 
días post instilación 
Capacidad antioxidante  
↓ IL-6 
Mané y col., 2009 
Lactobacillus fermentum CECT5716 (viable y no 
viable) 
TNBS/ 1x108 UFC/animal diariamente, durante 
3 semanas 
↓IL-1β , TNF-α, iNOS 
Rodrigues-Nogales y col., 
2015 
K. marxianus CIDCA 8154 
TNBS/ Ad libitum en agua de bebida (1x106 
UFC/ml) 3 días previos 
Control del estrés oxidativo Romanin y col., 2015 
Formulación Bifidobacterium lactis KCTC 11904BP, L. 
casei KCTC 12398BP, L. plantarum KCTC 10782BP y 
L. rhamnosus KCTC 12202BP 
TNBS/ Administración intrarrectal y en agua de 
bebida 
↓ IL-6 y FasL Cha y col., 2014 
L. fermentum ACA-DC 179 
TNBS/1x108 UFC/animal diariamente, 5 días 
previos 
↑ IL-10 Zoumpopoulou y col., 2008 
Lactobacillus helveticus NS8 
TNBS/Intragástrica 1x108 UFC/animal 5 días 
previos hasta 1 día post instilación. 
↑ IL-10 Rong y col., 2015 
Bifidobacterium infantis 
TNBS/6x109 UFC/animal, diariamente durante 3 
semanas  
↓Th1 y Th17 
↑ Treg 
Zuo y col., 2014 
Lactobacillus casei y Bifidobacterum lactis 
TNBS/Intragástrica, diariamente 1, 2 y 3 
semanas previas. 
 Bellavia y col., 2014 
Lactobacillus plantarum 21 
TNBS/Intragástrica 1x1010 UFC/animal 2 veces 
al día durante 2 semanas luego de inducida la 
inflamación 
Propiedades 
inmunomoduladoras y 
antioxidantes 
Satish-Kumar y col., 2015 
Compuesto “Peifeikang” (B. longum, L. acidophilus y 
Enterococcus faecalis) 
TNBS/ Intragástrica 0,63 g/animal, diariamente 
2 semanas previas 
↓ TNF-α ↑ IL-10 Wan y col., 2011 
Lactobacillus kefiranofaciens M1 
DSS (germ-free)/Intragástrica 2x108 UFC/animal 
cada 2 días, durante 2 semanas 
↑ células productoras de mucus Chen & Chen, 2013 
Bifidobacterium longum subsp. infantis JCM 1222T 
DSS/ Administración intragástrica, diariamente 
1x107 UFC/animal desde inicio del tratamiento 
con DSS 
↓IL-17A Miyauchi y col., 2013 
“Duolac-Oro” (B. latics KCTC 11904BP, B. longum 
KCTC 12200BP, B. bifidum KCTC 12199BP, L. 
acidophilus KCTC 11906BP, L. rhamnosus KCTC 
12202BP y Streptococcus thermophilus KCTC 
11870BP) 
DSS/Administración oral 3 veces por semana 
durante 4 semanas. 
↓ IL-6 Yoon y col., 2014 
Kefir comercial (Danisco®, Poland): L. lactis spp, 
Leuconostoc spp., Streptococcus 
thermophilus, Lactobacillus spp. y levaduras 
DSS/Intragástrica diariamente, durante 14 días ↓ MPO, TNF-α, iNOS Senol y col., 2015 
Escherichia coli Nissle 1917 
DSS/ Intragástrico 1,5-2x108 UFC/animal, germ 
free 
↑ ZO-1 Ukena y col., 2007 
VSL#3 (L. casei, L. plantarum, L. acidophilus, L. 
bulgaricus, B. longum, B. breve, B. infantis y S. 
thermophilus) 
DSS/ Intragástico 15 mg/animal, diariamente 
Protección frente a la ↓ 
permeabilidad intestinal 
Mennigen y col., 2009 
 
115 Capítulo 3. Efecto del lactato en un modelo murino de inflamación intestinal 
 
Sin embargo, los mecanismos exactos que subyacen a los efectos de los probióticos son 
aún poco conocidos y se cree que, entre otros mecanismos posibles, la administración de 
bacterias probióticas puede restablecer el equilibrio de la microbiota (Veiga y col., 2014). 
Algunos autores también han evidenciado la efectividad de la utilización de prebióticos y 
fibra dietaria en modelos de inflamación intestinal (Cherbut y col., 2003; Hou y col., 2011). 
Maslowski y col. (2009) estudiaron de forma comparada un modelo de inflamación 
inducida por DSS en ratones convencionales y en ratones germ-free demostrando que la 
microbiota juega un rol importante en la reducción de la inflamación inducida. Estos 
autores demostraron que el tratamiento con acetato mejoró los índices de inflamación en 
un modelo de colitis inducida por DSS en ratones germ-free. Es por ello que consideraron 
que los metabolitos de la fermentación colónica podrían contribuir al mejorar los síntomas 
de la EII. Posteriormente Macia y col. (2015) demostraron que el consumo de una dieta 
alta en fibra produjo niveles muy altos de acetato en intestino de ratones y confirmaron 
mediante la administración de este ácido que era el responsable de mejorar los signos 
clínicos y la inflamación del tejido en un modelo de inflamación intestinal inducida por 
DSS. Malheiros Silveira y col. (2015) estudiaron el efecto del consumo de una dieta alta en 
fibra en combinación con el probiótico Bifidobacterium longum y del acetato, en un modelo 
murino de colitis crónico inducida por DSS, sugiriendo la efectividad de estas estrategias 
cuando se inicia el tratamiento antes de la administración de DSS. Komiyama y col. (2011) 
demostraron el efecto beneficioso de un prebiótico desarrollado a partir de salvado de 
arroz en un modelo de colitis inducida por TNBS, modulando la composición de 
metabolitos en el entorno colónico y regulando la diferenciación de células inmunes. 
Masayuki y Mogami (2005), observaron que el suero de leche fermentado con 
Propinibacterium freudenreichii ET-3 aceleró significativamente la recuperación de la 
colitis inducida por TNBS y sugieren que el ácido propiónico presente en este producto 
podría ser responsable de dicho efecto. Otros trabajos han sido orientados al estudio de la 
utilización de prebióticos que favorezcan el desarrollo de F. prausnitzii (Louis & Flint, 
2009; Ramirez-Farias y col., 2009) que modifica el perfil de AGCC en intestino. 
Estos resultados sugieren posibles estrategias dirigidas a la modificación del entorno 
intestinal a fin de prevenir/controlar la enfermedad inflamatoria. 
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OBJETIVOS 
 
 
Considerando la capacidad moduladora de la respuesta inmune innata epitelial del lactato 
observada en ensayos in vitro con cultivos de células epiteliales y la evidencia del rol de los 
AGCC en el control de las enfermedades inflamatorias intestinales, se planteó como 
objetivo del presente capítulo estudiar el efecto de la administración de lactato en un 
modelo murino de inflamación intestinal inducida por ácido 2,4,6-trinitrobencen-sulfónico 
(TNBS). 
 
Objetivos específicos 
 Estudiar el consumo de líquido, la humedad de las heces, el aumento de peso y el perfil 
de ácidos orgánicos en materia fecal de animales a los que se les administró lactato en 
agua de bebida. 
 Evaluar la el efecto de la administración de lactato en un modelo de colitis inducida por 
TNBS sobre parámetros asociados con el desarrollo de la patología, entre ellos, la 
modificación del peso, la histopatología del colon, la secreción de la citoquina 
proinflamatoria IL-6 y la translocación microbiana a hígado. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
 
1. Animales utilizados y condiciones de alojamiento 
Se utilizaron ratones machos de la cepa BALB/c AnN pertenecientes a la categoría libres 
de patógenos específicos, de seis semanas de edad, obtenidos del bioterio de la Facultad de 
Ciencias Veterinarias, UNLP. Los progenitores de esta cepa se obtuvieron del National 
Institute of Health (NIH), EEUU. Para identificar a los animales dentro de cada jaula, se les 
realizó una marca con solución saturada de ácido pícrico (1,3 % p/v) en distintas zonas 
del cuerpo como indica la Figura 3.1. 
 
 
 
 
Figura 3.1: Identificación animales, marcas en distintas zonas del cuerpo con solución 
de ácido pícrico. 
 
Los ratones fueron mantenidos en cubetas de plástico, con un lecho de viruta esterilizada, 
con ciclos de 12 h luz/oscuridad y la temperatura se fijó en 22 ±2 °C. El traslado de los 
mismos hacia el bioterio del Instituto de Estudios Inmunológicos y Fisiopatológicos (IIFP, 
CONICET–UNLP) donde se ejecutaron los protocolos, se realizó con una semana de 
anticipación para permitir a los animales tener un periodo de adaptación al nuevo 
ambiente y así disminuir el estrés causado por el transporte y el cambio de las condiciones 
de alojamiento. Durante los experimentos los ratones fueron alimentados con una dieta en 
forma de pellets y agua ad libitum, asimismo se controló la masa corporal en balanza de 
precisión (Scout®Pro, Ohaus) y evaluó diariamente el comportamiento y estado general 
de los animales, analizando signos asociados a malestar o dolor siguiendo los lineamientos 
establecidos por el Consejo Canadiense de Protección de los Animales (1998) y lo 
descripto por Langford y col. (2010). 
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2. Modelo murino de colitis inducida por administración de ácido 2,4,6-
trinitrobencen-sulfónico (TNBS) 
Si bien los modelos experimentales in vivo nunca podrán llegar a sustituir al ser humano 
como modelo paradigmático para el estudio de la EII, las consideraciones éticas obvias 
hacen que, hoy por hoy, estos modelos animales tengan una gran vigencia. El protocolo 
utilizado en este trabajo ha sido presentado ante el Comité Institucional para el Cuidado y 
Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP (CICUAL) y 
se encuentra en evaluación (Nº de protocolo: 011-00-15). 
 
2.1. Administración de lactato en agua de bebida 
Se realizaron 2 ensayos independientes utilizando un total de 20 animales en cada uno. Un 
grupo de 10 animales consumió una solución de ácido láctico 150 mM o 300 mM, 
neutralizada, en agua de bebida durante todo el ensayo; mientras que a los 10 animales 
restantes se les administró siempre agua corriente esterilizada. Se controló el peso de los 
animales en balanza de precisión (Scout®Pro, Ohaus), el consumo de líquido y se tomaron 
muestras de materia fecal al inicio del tratamiento y luego de 2 y 5 días. Al quinto día se 
indujo la colitis mediante instilación vía rectal de 200 µl de solución de TNBS 2,5 % p/v en 
etanol 50% v/v (5 mg de TNBS por animal) a 5 animales de cada grupo. Los animales 
restantes fueron instilados de la misma manera con 200 µl de vehículo (etanol 50 % v/v 
en agua destilada) como control. Luego de cada instilación, los ratones se mantuvieron 
inmovilizados en posición vertical con la cabeza hacia abajo, durante 30 seg para evitar la 
eliminación de la solución administrada. 
 
2.2. Administración de lactato intrarrectal 
Se realizaron 3 ensayos independientes, en los cuales se utilizaron 20/30 ratones. Los 
animales fueron aleatoriamente divididos en 4 grupos. En este esquema experimental, se 
realizaron 2 instilaciones con 200 μl cada una, de las condiciones que se describen en la 
Tabla 3.2, con una diferencia de 2 h entre la primera y la segunda instilación. 
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Tabla 3.2: Protocolo experimental desarrollado en el modelo de colitis 
inducida por TNBS. 
 
Lote 1ra instilación 2da instilación 
PBS/Vehículo PBS Vehículo 
Lactato/Vehículo Lactato 200 mM Vehículo 
PBS/TNBS PBS TNBS 
Lactato/TNBS Lactato 200 mM TNBS 
 
 
La solución de lactato 200 mM (J. T. Baker, USA) fue preparada en PBS, pH=7.0. La solución 
denominada vehículo consiste en etanol 50 % v/v en agua destilada y corresponde a la 
solución en la que se solubiliza el TNBS. La inducción de la colitis se realizó mediante 
instilación vía rectal de TNBS/etanol o vehículo como se detalló anteriormente. 
 
3.  Eutanasia y toma de muestras 
Se realizó un seguimiento del peso de los animales luego de los tratamientos hasta el 
sacrificio por dislocación cervical a las 48 h. La disección se realizó en condiciones de 
esterilidad dentro de una cabina de seguridad biológica tipo I utilizando material 
quirúrgico estéril. Se colectó una fracción de aproximadamente 0,5 cm del recto de los 
animales, de la zona de instilación y se colocó solución fijadora de formaldehído 10 % para 
realizar los preparados histológicos y el análisis histopatológico. Los cortes se prepararon 
utilizando la técnica de tinción con hematoxilina-eosina (ver Apéndice). También se tomó 
en forma estéril una fracción del lóbulo mayor del hígado de los animales para analizar la 
translocación de microorganismos hacia este órgano, como se detalla a continuación. 
 
4.  Translocación de microorganismos 
Las porciones de hígado colectadas, se colocaron en tubos estériles previamente tarados. 
En función del peso de la muestra recogida, se colocó un volumen de caldo BHI (OXOID, 
England) de manera de obtener 1 g órgano/10 ml. Estas suspensiones fueron trituradas y 
homogeneizadas. Se sembraron 100 µl en placas de agar LB o BHI (ver Apéndice) para la 
observación del desarrollo de microorganismos viables totales. Asimismo, los caldos con 
los homogenatos se enriquecieron mediante incubación 24 h a 37 °C y se sembraron 
nuevamente en placas de agar BHI o LB. Se observó el desarrollo de microorganismos 
luego de 48 h de incubación a 37 °C. 
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5.  Cuantificación de IL-6 en suero 
Se colectó sangre mediante punción del seno submaxilar en el momento previo a la 
instilación y a las 24 y 48 h luego de la misma. Seguidamente se obtuvo el suero sanguíneo 
mediante centrifugación a 10000 rpm durante 10 min a 4 °C, y se almacenó a -20 °C para la 
determinación de IL-6 circulante, mediante método de ELISA utilizando un kit comercial 
(BD Bioscience OptEIA TM Mouse, IL-6 ELISA Kit, Franklin Lakes, NJ, USA) (ver Protocolo 
en el Apéndice). 
 
6.  Score de daño histopatológico 
El daño histopatológico se determinó siguiendo el criterio descripto por Obermeier y col. 
(1999). Este sistema registra dos puntajes por separado evaluando daño epitelial y el 
infiltrado tal como se detalla en la Tabla 3.3. Los preparados fueron evaluados a doble 
ciego, y los puntajes sumados, para obtener el score histopatológico. 
 
Tabla 3.3: Score histopatológico (Obermeier y col., 1999). 
 
Daño epitelial Infiltrado 
Ningún daño 0 Ninguno 0 
Mínima pérdida de células caliciformes 1 
Infiltrado alrededor de la base de 
las criptas 
1 
Pérdida importante de células 
caliciformes 
2 
Infiltrado en la capa muscular de 
la mucosa 
2 
Pérdida mínima de criptas y extensa de 
células caliciformes 
3 
Extenso infiltrado en la muscular 
de la submucosa y edema 
3 
Pérdida extensa de criptas 4 
Infiltrado en la submucosa y 
edema 
4 
Total: entre 0 y 8 
 
 
7.  Análisis de humedad y perfil de ácidos orgánicos en materia fecal 
En el modelo de administración de lactato 150 mM o 300mM en agua de bebida se colectó 
materia fecal de ambos grupos antes de iniciar el tratamiento y luego de 2 y 5 días. 
Se determinó humedad en las heces mediante secado en estufa a 103 ±2 °C durante 72 h. 
Asimismo se analizó el perfil de ácidos orgánicos mediante cromatografía líquida de alta 
presión (HPLC) utilizando una columna de intercambio iónico (AMINEX 87-H HPX, Biorad) 
y aplicando la técnica descripta en Materiales y Métodos del Capítulo 1. Para ello, las heces 
colectadas se homogeneizaron en agua destilada en relación 1:5, se centrifugaron 10 min a 
10000 xg y se analizó el sobrenadante. 
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8.  Análisis estadístico 
Los resultados obtenidos se expresaron como la media ± desviación estándar. Para la 
evaluación estadística se realizó un análisis de varianza (ANOVA) con un post-test de 
Bonferroni, de comparaciones múltiples con un nivel de significación α=0,05, o Test 
t Student para comparación de medias; utilizando el programa GraphPad Prism, versión 
5.01 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA). Para el análisis 
estadístico de proporciones se determinó un nivel de significación nivel α=0,05 y se utilizó 
el programa Infostat (Córdoba, Argentina). 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
1.  Efecto de la administración de lactato en agua de bebida 
Se administró lactato a ratones en el agua de bebida en concentración 150 mM y 300 mM 
durante 5 días ad limitum, mientras que los controles recibieron sólo agua. El empleo de la 
concentración 150 mM surge a partir de los resultados obtenidos en los ensayos in vitro 
descriptos en el Capítulo 2.B, la cual además podría alcanzarse en la fracción no 
microbiana de kefir. La utilización de una concentración superior (300 mM) surge a partir 
de resultados obtenidos por otros autores que analizaron el efecto del acetato en un 
modelo de inflamación intestinal inducido por DSS y describieron que en ratones germ-
free la administración de acetato 150 mM en agua de bebida protegió a los animales frente 
a la inflamación inducida, mientras que para ratones convencionales necesitaron 
administrarlo en una concentración superior (300 mM) para obtener un efecto protector 
(Macia y col., 2015). 
Se observó que el consumo de bebida por ratón de los grupos control y tratados con 
lactato fue de entre 3,5 y 5 ml/día. Asimismo, tanto el aumento de peso de los animales 
como el porcentaje de humedad de sus heces no se modificaron significativamente con el 
tratamiento (Tabla 3.4). 
Tabla 3.4: Humedad en materia fecal y aumento de peso de animales que 
consumieron agua o lactato 150 mM y 300 mM durante 0, 2 y 5 días. 
Humedad % (p/p) 
 Control Lactato 150 mM Lactato 300 mM 
Día 0 62,3 ±3,9 a 59,3 ±1,3 a 66,0 ±0,9 a 
Día 2 56,0 ±3,5 a 56,7 ±1,3 a 63,5 ±0,7 a 
Día 5 59,9 ±0,7 a 58,3 ±1,4 a 61,2 ±0,7 a 
 
% Aumento de peso 
 Control Lactato 150 mM Lactato 300 mM 
Día 2 2 ±0,01 a 3 ±0,02 a 3 ± 0,03 a 
Día 5 5 ±0,01 a 8 ±0,02 a 5 ±0,02 a 
 
Los distintos superíndices indican diferencias significativas con un 
valor α=0,05. ANOVA seguido de Test de Bonferroni. 
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De esta forma, los resultados indican que el consumo de lactato 150 o 300 mM en agua de 
bebida es aceptado por los animales, no les induce diarrea ni altera su normal crecimiento. 
Con el objetivo de analizar si el consumo de lactato podría incidir en la composición de 
ácidos orgánicos en el lumen intestinal, a modo de aproximación determinamos el perfil 
de ácidos orgánicos presentes en las heces de animales que consumieron este metabolito. 
Se realizó un primer análisis de perfil de ácidos orgánicos de un pool de materia fecal de 
animales que consumieron lactato 150 mM (Figura 3.2). 
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Figura 3.2: Perfil de ácidos orgánicos. Cromatogramas de una suspensión de heces de 
animales que consumieron lactato 150 mM en agua de bebida. (●) Inicio del tratamiento, 
(●) luego de 3 días y (●) luego de 5 días. Detector UV λ=214 nm. UA: Unidades arbitrarias. 
 
En este caso se observaron diferencias entre los perfiles obtenidos con los distintos 
tiempos de consumo de lactato. Por ejemplo, los picos correspondientes a tiempos de 
retención de 5,5 y 21 min, disminuyen con el consumo de lactato, mientras que otros picos 
aumentan como se observa con los analitos que eluyen a 10,6; 12; 15; 17; 18,6 y 26,8 min. 
De acuerdo a los tiempos de retención, los picos de 12 y 17 min podrían corresponder a 
acetato y butirato respectivamente, y estarían aumentando su concentración con el 
consumo de lactato. Se detectó un pico con tiempo de retención equivalente al lactato (10 
min) en el cromatograma correspondiente al tercer día de consumo, sin embargo, no se 
observó luego de 5 días de consumo. 
 
En el caso de los animales que consumieron lactato 300 mM se analizó el perfil de 
metabolitos en materia fecal al inicio del tratamiento y luego de 5 días obteniéndose los 
cromatogramas que se muestran a continuación (Figura 3.3). 
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Figura 3.3: Perfil de ácidos orgánicos. Cromatogramas de una suspensión de materia 
fecal de animales que consumieron (●) Agua (●) Lactato 300 mM. (línea punteada) Inicio 
del tratamiento. (línea continua) luego de 5 días. (----) Patrones: lactato (10 min), acetato 
(12 min), propionato (14 min) y butirato (17 min). Detector UV λ=214nm. UA: Unidades 
arbitrarias. 
 
En la Figura 3.3 se observa que el consumo de lactato 300 mM no afectó significativamente 
el perfil de metabolitos en materia fecal. En todos los casos se observó un pico con tiempo 
de retención 12 min, coincidente con acetato, pero que no fue alterado significativamente 
por el consumo de lactato 300 mM. Además, a pesar del consumo de lactato en agua de 
bebida durante 5 días, este metabolito no se detectó en la materia fecal, indicando que 
pudo haber sido metabolizado y/o consumido a distintos niveles del tracto 
gastrointestinal. 
 
2.  Efecto de la administración de lactato en agua de bebida en un modelo de 
colitis inducida por TNBS 
Se utilizó un modelo murino de colitis aguda inducida por TNBS que consiste en la 
inducción de inflamación del intestino mediante el tratamiento con TNBS en solución de 
etanol que se instila por vía rectal. El alcohol altera la capa epitelial y expone la lámina 
propia subyacente a los componentes bacterianos, induciendo la inflamación. Este modelo 
tiene muchos de los rasgos característicos de la EC en los seres humanos, incluyendo la 
inflamación severa asociada con diarrea, prolapso rectal, pérdida de peso y la inducción 
masiva de IL-12 e INF-, impulsando una respuesta tipo Th1 (Neurath y col., 1995). A 
pesar de las diferencias etiopatológicas entre el proceso inflamatorio intestinal inducido 
por TNBS y la EII, debido a su simplicidad y reproducibilidad, este modelo animal es uno 
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de los más empleados en el estudio de los procesos inflamatorios intestinales (Brenna y 
col., 2013). 
Miembros de nuestro grupo de investigación evaluaron previamente la dosis efectiva de 
TNBS y el tiempo de duración del ensayo capaz de generar una histopatología acorde con 
el cuadro de inflamación aguda (Romanin, 2013). De acuerdo a sus resultados, en el 
presente trabajo se administraron 5 mg de TNBS por animal y se sacrificaron luego de 
48 h.  
Luego de 5 días de tratamiento con lactato 150 mM o 300 mM en agua de bebida, se evaluó 
la respuesta de los animales en el modelo de colitis inducida por TNBS. Se extrajo una 
porción de recto próxima al sitio de instilación para evaluar el daño histológico. También 
se tomó en forma aséptica una muestra de hígado para evaluar la translocación de 
microorganismos a éste órgano. 
En la Figura 3.4 se muestra la variación de peso promedio de los distintos grupos 
experimentales, luego de 24 y 48 h de instilación. 
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Figura 3.4: Variación de peso promedio de animales. (A) Lactato 150 mM (B) Lactato 
300 mM. (□) 24 h (■) 48 h post-instilación. Veh: Vehículo, corresponde a solución de etanol 
50% v/v en agua destilada y constituye el vehículo en el cual se solubiliza el TNBS. Distintas 
letras indican diferencias significativas con un valor α=0,05. ANOVA seguido de Test de 
Bonferroni. 
 
La variación de peso es un parámetro que refleja en parte el daño producido por la 
administración de TNBS. En los grupos que consumieron agua o lactato y que fueron 
instilados con TNBS, se observó una disminución de peso mayor que para los respectivos 
grupos instilados con vehículo, resultando sólo significativa en el ensayo en el cual se 
administró lactato 150 mM. Asimismo, no se observaron diferencias significativas en la 
variación de peso entre los animales instilados con TNBS que consumieron agua o lactato 
en ambos ensayos. 
A B 
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En la Figura 3.5 se presentan las fotografías representativas de cada grupo experimental 
seguidas de un gráfico donde se muestran los valores de score histopatológico asignado a 
cada animal. 
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Figura 3.5: Efecto de la administración de lactato en agua de bebida en un modelo 
murino de colitis inducida por TNBS. (A) Cortes histológicos, tinción H&E. Las flechas 
rojas indican zonas con edema e infiltrado de células inmunes. Aumento 100X. (B y C) Score 
histopatológico en el ensayo con animales que consumieron lactato (B) 150 mM (C) 300 mM. 
Distintas letras indican diferencias significativas con un valor α=0,05. ANOVA seguido de 
Test de Bonferroni. 
 
Los cortes histológicos del recto de los animales de los grupos que consumieron agua y 
lactato 150 o 300 mM instilados con vehículo presentaron estructuras sin signos de daño 
B C 
A 
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epitelial ni infiltrado y no se observaron diferencias significativas en el score 
histopatológico asignado a estos grupos. Por otro lado, los cortes histológicos del recto de 
los animales que consumieron agua o lactato en ambas concentraciones y recibieron TNBS 
se caracterizaron por presentar un importante daño epitelial con  destrucción de la 
mucosa, pérdida de criptas, presencia de sangre, edema e intensa infiltración de células 
inflamatorias.  
El grupo de animales que recibió lactato en concentración 150 mM en agua de bebida y fue 
tratado con TNBS presentó un score histopatológico de 7,20 ±1,30 mientras que su 
respectivo grupo control tuvo un score de 5,40 ±1,67, valores que no resultaron 
estadísticamente diferentes (Figura 3.5 B). El mismo comportamiento se observó en el 
ensayo en el cual se administró lactato en concentración 300 mM, donde el score fue de 
4,66 ±2,1 para el grupo que recibió lactato y de 4,33 ±1,21  para el control (Figura 3.5 C). 
Puede observarse que ambos ensayos presentaron diferencias en cuanto al daño inducido 
por el  TNBS/etanol, que podría deberse a las variaciones propias de los modelos in vivo. 
Sin embargo, estos resultados permitieron concluir que el tratamiento con lactato 150 mM 
o 300 mM en agua de bebida no ejerció una protección frente a la inflamación intestinal 
aguda inducida por TNBS. 
La administración de TNBS deteriora la función de barrera de la mucosa, permitiendo la 
exposición de la lámina propia con la microbiota presente en la luz intestinal, asimismo las 
bacterias pueden llegar al torrente sanguíneo y translocar a órganos estériles. En la Tabla 
3.5 se presentan los resultados obtenidos en cuanto a la translocación microbiana a 
hígado. 
 
Tabla 3.5: Translocación microbiana a hígado en modelo murino de 
colitis inducida por TNBS. 
 
Grupo experimental 
Translocación 
positiva/Total 
Porcentaje 
Agua/Vehículo 0/6 0% a 
Lactato 150 mM/Vehículo 0/5 0% a 
Agua/TNBS 2/5 40% b 
Lactato 150 mM/TNBS 3/5 60% b 
Agua/Vehículo 0/4 0 % a 
Lactato 300 mM/Vehículo 0/4 0% a 
Agua/TNBS 4/6 66,67% b 
Lactato 300 mM/TNBS 3/6 50% b 
Distintos superíndices indican diferencias significativas con un valor 
α=0,05. Análisis estadístico de proporciones. 
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Como se observa en la Tabla 3.4, los grupos experimentales que consumieron agua o 
lactato en ambas concentraciones instilados con vehículo no presentaron translocación 
microbiana a hígado. Mientras que, en los grupos instilados con TNBS este parámetro fue 
positivo y no se observaron diferencias significativas entre el grupo que consumió agua 
(control) y los grupos que consumieron lactato 150 o 300 mM. 
Junto con los parámetros analizados previamente estos ensayos indicaron que el consumo 
de lactato 150 o 300 mM no ejerció un efecto perjudicial para los animales ya que no 
afectó significativamente el aumento de peso ni la humedad de las heces, tampoco se 
observaron daños en cuanto a la histopatología del epitelio intestinal ni provocó la 
translocación de microorganismos a hígado. Sin embargo, frente a la inflamación y el daño 
inducido por TNBS el consumo de lactato no presentó ningún tipo de protección en los 
parámetros analizados. 
Dado que el análisis de metabolitos en materia fecal de los animales que consumieron 
lactato y los que consumieron agua no presentó diferencias y que al mismo tiempo no 
detectamos lactato luego de 5 días de consumo (aún en concentración 300 mM) podría 
pensarse que este compuesto estaría siendo o bien absorbido en el intestino delgado y 
metabolizado o bien podría ser consumido por la microbiota intestinal. 
En los últimos años, muchos estudios han mostrado que la microbiota intestinal tiene un 
papel importante en la fisiopatología de la inflamación intestinal y que uno de los 
mecanismos a través de los que podría ejercer su efecto es mediante la producción de 
ácidos grasos de cadena corta (AGCC), incluyendo propionato, butirato, y acetato. La 
producción/consumo de ácidos orgánicos a nivel del colon depende del complejo 
equilibrio en la microbiota. En la Tabla 3.6 se describen los principales grupos de bacterias 
encontradas en muestras fecales de adultos humanos y sus principales metabolitos de 
fermentación. Bacterias del género Ruminococcus, Lactobacillus, Enterococcus y 
Bifidobacterium son las principales productoras de acetato, siendo este metabolito el que 
se encuentra en mayor proporción en el colon. Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium 
halii, Eubacterium uniforme, Eubacterium formicigenerans, Eubacterium ventriosum, 
Eubacterium rectale, Eubacterium ramulus, Coprococcus eutactus, Roseburia spp. y 
Clostridium son las principales especies productoras de butirato, mientras que el 
propionato es producido principalmente por bacterias del género Bacteroides, Roseburia 
inulinivorans y algunas otras especies pertenecientes al género Clostridium (Louis y col., 
2007). 
 
 
 
 
132 Capítulo 3. Efecto del lactato en un modelo murino de inflamación intestinal 
 
 
Tabla 3.6: Abundancia de los principales grupos de bacterias en muestras fecales de adultos 
humanos y principales metabolitos de fermentación. Fuente Louis y col., 2007. 
 
Grupo 
Abundancia 
(% del total) 
Principales productos de 
fermentación de hexosas 
Gram positivos (Bajo contenido G-C)   
Clostridial cluster XIVa+b 10,8-29  
Roseburia/Eubacterium rectale 2,3-8,8 Butirato, formiato, L-lactato 
Eubacterium halii 0,6-3,8 Butirato, formiato, acetato 
Ruminococcus obeum 2,5 Acetato 
Lachnospira spp. 3,6 Formiato, acetato, lactato, succinato 
Clostridial cluster IV 25,2  
Faecalibacterium prausnitzii 3,8-15,4 Butirato, formiato, D-lactato 
Ruminococcus bromii, 
Ruminococcus flavefaciens 
1,7-10,3 Acetato, formiato, lactato, succinato 
Clostridial cluster IX 7,1 Propionato y otros ácidos minotarios 
Clostridial cluster XVI   
Eubacterium cylindroides 0,4-1,4 
Butirato, acetato, lactato, succinato, 
formiato 
Lactobacillus/Enterococcus 0,01-1,8 Lactato, acetato 
Gram positivos (Alto contenido G-C)   
Bifidobacterium spp. 2,5-4,9 L-lactato, acetato, formiato 
Atopobium spp. 2,1-11,9 Acetato, formiato lactato 
Gram negativos   
Bacteroides-Prevotella 8,5-27,7 Acetato, propionato, succinato 
Proteobacteria 0,1-0,2 Lactato, acetato, succinato, formiato 
 
Como puede verse en la Tabla 3.6, el lactato puede ser generado por diversas especies 
bacterianas presentes en el colon, y también puede ser producido por las células del 
huésped. Algunas bacterias pueden utilizar lactato y convertirlo en acetato y butirato 
(Duncan y col., 2004; Flint y col., 2012). La presencia de dichas bacterias puede ayudar a 
explicar el hecho de que el lactato no se acumula significativamente en el colon de 
individuos sanos a pesar de que una proporción significativa de las bacterias del colon 
puede producirlo (Gibson y col., 1990; Louis y col., 2007). Algunas bacterias 
pertenecientes a clúster IX de Clostridium también pueden contribuir a la utilización de 
lactato y producción de propionato (Gibson y col., 1990). Sin embargo el lactato puede 
alcanzar concentraciones muy elevadas en el colon de individuos con colitis ulcerosa 
(Vernia y col., 1988), posiblemente indicando un fallo en la utilización normal de lactato 
bajo estas condiciones. Aproximadamente un 80-90% de los AGCC se absorben y son 
metabolizados por las células epiteliales del colon, una parte también puede entrar en la 
circulación periférica y el resto es excretado en las heces (Meijer y col., 2010). En muestras 
fecales de individuos sanos, se encuentra principalmente acetato en concentraciones 40-
70 mM; seguido de propionato y butirato (10-30 mM) (Cummings, 1998). La 
concentración de AGCC total en el lumen del colon se encuentra en el intervalo de 70-130 
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mM y hasta 200 mM (Sengupta y col., 2006; Maslowski & Mackay, 2011), con relaciones 
molares de acetato:propionato:butirato que pueden variar entre 49:29:23 y 70:15:15 
dependiendo de la dieta, siendo el promedio de estas relaciones 60:20:20, (Bergman, 
1990; Tedelind y col., 2007). Dado que la mayor parte de la fermentación bacteriana se 
produce en el colon proximal, y que los productos de fermentación son en parte 
absorbidos a través del epitelio intestinal, los niveles fecales son sólo indicativos de las 
cantidades relativas de cada producto y no se puede suponer que reflejan las tasas de 
producción (Scott y col., 2008). 
Si bien en este trabajo planteamos la administración de lactato, otros autores han obtenido 
resultados alentadores mediante la utilización de microorganismos probióticos, 
prebióticos o dietas con alto contenido de fibra, que conducen a la producción de ácidos 
grasos de cadena corta y disminución de la inflamación. 
Se conoce que un desbalance en la microbiota colónica podría ser potencialmente una 
causa de las enfermedades inflamatorias intestinales, para lo cual estas estrategias 
podrían incidir significativamente en la restauración de la misma. Pacientes con EII 
presentan una microbiota luminal anormal, con menor diversidad microbiana, 
particularmente reducida la concentración de bacterias de los grupos Clostridium IV, XIV 
(Faecalibacterium prasnitzii), bifidobacterias y lactobacilos y un aumento de 
Mycobacterium aviumparatuberculosis, Clostridium difficile, Ruminococcus gnavus y 
Enterobacteriaceae. También se ha sugerido que la falta de bacterias con propiedades anti-
inflamatorias podría ser un factor clave en la persistencia de la inflamación (Swidsinski y 
col., 2002; Sartor, 2008; Sokol y col., 2008). En el caso particular de Faecalibacterium 
prausnitzii, se ha descripto extensamente su efecto antiinflamatorio y capacidad de 
producir AGCC, principalmente butirato (Sokol y col., 2008; Berry & Reinisch, 2013). Los 
cambios en la abundancia de F. prausnitzii se han relacionado con disbiosis en varios 
trastornos humanos. Esta especie se encuentra disminuida en la fases inflamatorias, tanto 
en colitis ulcerosa como en enfermedad de Crohn y se la propone como un marcador de 
recuperación (Berry & Reinisch, 2013). La administración de F. prausnitzii A2-165 y su 
sobrenadante del cultivo han demostrado un efecto protector en modelos de colitis 
inducida por TNBS en ratones (Miquel y col., 2013). 
 
Según los resultados obtenidos en este estudio, el lactato podría estar siendo convertido 
en otros productos de fermentación como por ejemplo butirato por la microbiota 
intestinal del ratón. Sin embargo, mediante las técnicas empleadas tampoco se consiguió 
identificar otros metabolitos en materia fecal. Por todo lo expuesto es posible pensar que 
con la administración de lactato en agua de bebida no se logra generar una concentración 
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de lactato a nivel del colon que sea efectiva para modular el efecto producido por la 
instilación intrarrectal de TNBS/etanol. 
 
3.  Efecto de la administración intrarrectal de lactato en un modelo de colitis 
inducida por TNBS 
Empleando el modelo de inflamación inducida por TNBS se administraron 200 µl de 
solución de lactato 200 mM en PBS pH=7,4, de manera intrarrectal, previo a la instilación 
con vehículo (etanol 50 % v/v) o TNBS en etanol 50 %. De esto modo se buscó garantizar 
el contacto del lactato con las células epiteliales expuestas al agente inflamatorio. Se 
realizaron 3 ensayos independientes, obteniéndose en todas las oportunidades resultados 
equivalentes. En estos casos los animales fueron divididos en 4 grupos e instilados en dos 
oportunidades, la primera vez con 200 µl de PBS o solución de lactato 200 mM y luego de 
2 h, con 200 µl de etanol al 50 % (vehículo) o solución de TNBS al 2,5 % en etanol al 50 %. 
Se controló el peso de los animales luego de 24 y 48 h. Se colectaron las mismas muestras 
descriptas en el modelo anterior. 
En la Figura 3.6 se muestra la variación de peso promedio a las 24 y 48 h post-instilación. 
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Figura 3.6: Variación de peso promedio de animales. (□) 24 h y 
(■) 48 h post-instilación. Veh: Vehículo (etanol 50% v/v). Distintas letras 
indican diferencias significativas con un valor α=0,05. ANOVA seguido de 
Test de Bonferroni. 
 
 
No se observaron diferencias significativas en la variación de peso entre el control que 
recibió una instilación con PBS y luego con el vehículo y el grupo tratado con lactato y 
vehículo. Los grupos tratados con TNBS presentaron una disminución de peso 
significativamente mayor que los instilados con vehículo. No se observaron diferencias 
significativas en la disminución de peso a las 24 y 48 h entre el grupo control (PBS) y el 
tratado con lactato, ambos instilados con TNBS. 
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Analizando la histopatología se observó en todos los experimentos la misma tendencia. En 
la Figura 3.7 se muestran algunas fotografías representativas y el score histopatológico 
asignado a cada grupo experimental. 
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Figura 3.7: Efecto de la administración de lactato intrarrectal en un modelo murino 
de colitis inducida por TNBS. (A) Cortes histológicos, tinción H&E. Foto superior 100X, 
foto inferior 300X. (B) Score histopatológico en el modelo de inflamación intestinal 
inducida por TNBS. Distintas letras indican diferencias significativas con un nivel α=0,05. 
ANOVA seguido de Test de Bonferroni. 
 
 
Los animales del grupo instilado primero con PBS y luego con vehículo recibieron un valor 
de score igual o menor a 3, el promedio de este grupo fue de 1,3 ±1,67. Los animales que 
recibieron tratamiento con solución de lactato 200 mM y vehículo recibieron un score 
promedio de 1,40 ±1,34 que no resultó significativamente diferente del grupo control 
PBS/Vehículo Lactato/Vehículo Lactato/TNBS PBS/TNBS A 
B 
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(PBS/Vehículo). Los animales que recibieron PBS y luego fueron tratados con TNBS 
mostraron un fuerte daño epitelial con pérdida de células caliciformes, presencia de 
sangre, edema e infiltrado de células, el score promedio fue de 4,67 ±2,33. Finalmente, se 
observó que los animales pretratados con lactato 200 mM presentaron una significativa 
protección frente al daño inducido por TNBS, la lesión epitelial fue mínima y los cortes 
histológicos resultaron similares a los del grupo control (PBS/Vehículo). El score promedio 
de este grupo fue 1,40 ±0,54 y resultó significativamente diferente del score promedio del 
grupo PBS/TNBS con un valor p=0,039 mientras que no presentó diferencias significativas 
con los controles instilados con vehículo. 
 
La inflamación se asocia con la producción de diversos mediadores inflamatorios, 
principalmente citoquinas que son actores clave de la respuesta inmune innata y 
adaptativa. Ellos modulan importantes funciones celulares y desencadenan las vías de 
señalización que median la proliferación y la diferenciación de células inmunes. Las 
citoquinas son producidas y secretadas por diversas células, tales como macrófagos, 
células dendríticas y en menor medida también células epiteliales. Los estudios realizados 
con respecto a la naturaleza de la respuesta inmune inducida por la administración rectal 
de TNBS, revelan la polarización hacia un perfil "Th1", se observa un considerable 
aumento de IFN-, IL-12 y cantidades reducidas de IL-4 en comparación con los ratones 
control instilados con solución de etanol 50% (Neurath y col., 1995; Alex y col., 2009). Por 
otra parte, el daño a la barrera epitelial permite el contacto de elementos de la microbiota 
con sensores de la respuesta innata que desencadenan la liberación de citoquinas 
proinflamatorias, tales como IL-1β, IL-6, y TNF-α. Por otra parte se producen distintas 
quimoquinas que causan una afluencia de células inmunes que dan lugar a la inflamación 
característica de la colitis inducida por TNBS. 
En el presente trabajo se determinaron los niveles de IL-6 circulante en los distintos 
grupos experimentales, al inicio del ensayo y luego de 24 y 48 h de la instilación, (Figura 
3.8). 
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Figura 3.8: Efecto de la administración de lactato intrarrectal en los 
niveles de IL-6 en suero en el modelo murino de colitis inducida por TNBS. 
(□) Inicio del experimento (■) 24 h post-instilación (■) 48 h post-instilación. Se 
muestran los valores promedios de los distintos grupos experimentales 
±desviación estándar. Diferencias significativas *p<0,05. Test t Student. 
 
 
Se observó que los niveles de IL-6 aumentaron significativamente 24 h después del 
tratamiento con TNBS, sin embargo, su expresión disminuyó luego de 48 h. El tratamiento 
con lactato intrarrectal redujo significativamente el aumento de IL-6 a las 24 h, mientras 
que a las 48 h no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos. 
La evaluación de la translocación de microorganismos a hígado dio como resultado que en 
ninguno de los animales que recibieron tratamiento con lactato intrarrectal y luego TNBS 
se detectó la presencia de microorganismos en hígado (5 animales), mientras que un 67 % 
de los animales control tratados con TNBS mostraron desarrollo de microorganismos en 
hígado (4 animales presentaron translocación microbiana sobre un total de 6 animales 
que conformaban el grupo). En cuanto a los grupos de animales instilados con vehículo, 
ninguno presentó translocación microbiana a hígado (5 animales por grupo). 
 
Estos resultados fueron contundentes en cuanto al efecto del lactato a nivel local y 
sistémico en un modelo de inflamación intestinal agudo, contribuyendo a la disminución 
del daño epitelial, los signos de inflamación y la secreción de la citoquina proinflamatoria 
IL-6, presentando una primera aproximación in vivo acerca del rol del lactato en la 
prevención de la inflamación intestinal. En concordancia con estos resultados, otros 
autores han reportado el uso de enemas rectales conteniendo mezclas de AGCC, o 
simplemente butirato para mejorar los parámetros clínicos e inflamatorios en el 
tratamiento de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (Hamer y col., 2008). 
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Estos resultados permitieron concluir que si bien el lactato administrado por vía oral no 
confirió un efecto protector de la inflamación intestinal inducida por TNBS en las dosis 
ensayadas, la administración intrarrectal del metabolito mostró resultados alentadores en 
cuanto a su capacidad de atenuar significativamente el proceso inflamatorio y la lesión 
inducida por TNBS/etanol. La generación de lactato in situ por microorganismos 
adherentes al epitelio intestinal podría contribuir significativamente a la modulación de 
respuestas proinflamatorias intestinales. 
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CONCLUSIONES 
 
 
 La administración de lactato 150 mM o 300 mM por vía oral a ratones no les produjo 
diarrea dado que la humedad de las heces no se modificó significativamente respecto a 
la hallada en animales que consumieron agua, ni afectó el aumento normal de peso. 
 El consumo de lactato 150 mM o 300 mM no modificó el perfil de ácidos orgánicos en 
materia fecal respecto al de los animales que consumieron agua. No se detectó un pico 
de tiempo de retención equivalente al lactato, indicando que este metabolito podría 
haber sido absorbido/metabolizado o consumido por la microbiota intestinal. 
 El consumo de lactato en agua de bebida no protegió frente al daño epitelial y la 
inflamación aguda inducida por la administración intrarrectal de TNBS. 
 La administración intrarrectal de lactato 200 mM ejerció un efecto protector frente al 
daño epitelial y la inflamación intestinal aguda inducida por TNBS. 
 El lactato administrado en forma intrarrectal disminuyó significativamente los niveles 
de la citoquina proinflamatoria IL-6 circulante luego de 24 h de inducción de la colitis y 
protegió frente a la translocación microbiana a hígado. 
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Estudio de los posibles mecanismos 
involucrados en la actividad biológica 
del lactato 
Capítulo 4 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
1.  Ácidos grasos de cadena corta y su rol en la salud 
Los ácidos grasos de cadena corta (AGCC) y lactato son los principales productos finales de 
la fermentación bacteriana en el intestino, incluyéndose dentro de los AGCC al ácido 
fórmico, ácido acético, ácido propiónico, ácido isobutírico (ácido 2-metilpropanoico), ácido 
butírico, ácido isovalérico (ácido 3-metilbutanoico) y ácido valérico (ácido pentanoico). La 
producción de estos metabolitos está determinada por factores como la composición cuali y 
cuantitativa de la microbiota colónica (Roberfroid, 2005), el tipo de sustrato que se 
fermente (Cook & Sellin, 1998) y el tiempo de tránsito intestinal (Hijova & Chmelarova, 
2007). 
Algunos autores describen que estos metabolitos podrían constituir el "eslabón" en la 
comunicación entre la microbiota intestinal y el huésped ya que inciden sobre diversas 
funciones del tracto gastrointestinal. Estos ácidos grasos, además de actuar como fuente de 
energía para las células epiteliales intestinales, también actúan como moduladores del flujo 
de sangre (Mortensen y col., 1991), de la motilidad gastrointestinal (Cherbut y col., 1997), la 
absorción de agua y electrolitos (Vinolo y col., 2011a) y han sido implicados en patologías 
que afectan el tracto gastrointestinal, tales como cáncer de colon y las enfermedades 
inflamatorias intestinales (Louis & Flint, 2009). La producción de estos metabolitos 
disminuye el pH del contenido intestinal, inhibiendo el potencial desarrollo de 
microorganismos patógenos sensibles (Roy y col., 2006). Además pueden promover la 
integridad de la función de barrera de la membrana mediante el refuerzo de las uniones 
estrechas (Mariadason y col., 1997; Commane y col., 2005; Ohata y col., 2005; Tolhurst y col., 
2012) y la estimulación de la producción de mucinas (Burger-van Paassen y col., 2009). 
La capacidad de modular la respuesta inflamatoria que poseen los AGCC podría depender 
fundamentalmente de los siguientes mecanismos. Un mecanismo descripto principalmente 
para el butirato es su efecto sobre la actividad de histona deacetilasas (HDAC) eliminando 
los grupos acetilo, incrementando la carga positiva de las histonas y por tanto la afinidad de 
éstas por el ADN. Esta unión condensa la estructura del ADN, impidiendo la transcripción. El 
butirato a través de este mecanismo puede modular la expresión génica, ejercer un efecto 
antiproliferativo y anti-inflamatorio (Hinnebusch y col., 2002; Kiefer y col., 2006; Waldecker 
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y col., 2008a, 2008b; Fusunyan y col., 1999; Zimmerman y col., 2012). Esta actividad 
inhibitoria de HDAC fue también observada para el propionato (Kiefer y col., 2006; 
Waldecker y col., 2008a), lactato (Latham y col., 2012) y algunos autores también lo han 
descripto para el acetato (Kendrick y col., 2010). 
Varios informes describen que los AGCC tienen un efecto inhibitorio de la vía NF-kB, uno de 
los principales factores de transcripción que regulan genes implicados en la inmunidad 
innata, el control del ciclo celular y la apoptosis (Hijova & Chmelarova, 2007; Tedelind y col., 
2007; Usami y col., 2008; Argañaraz-Martínez y col., 2013). 
Los AGCC, favorecen la diferenciación de linfocitos T hacia “Treg” FOXP3+, los cuales 
constituyen una población especializada de células T con capacidad de controlar/suprimir la 
respuesta inmune (Maslowski y col., 2009; Arpaia y col., 2013; Furusawa y col., 2013; Smith 
y col., 2013; Singh y col., 2014; Dwivedi y col., 2016) y favorecen la producción de 
prostaglandina E2, la cual constituye un mediador clave en la iniciación y resolución de la 
inflamación (Cox y col., 2009). 
Se ha reportado que los AGCC, son ligandos de receptores de membranas asociados a 
proteínas G (GPRs), a través de los cuales podrían también ejercer sus efectos (Offermanns, 
2014). 
 
2.  Receptores acoplados a proteínas G 
La interacción de los ácidos grasos de cadena corta con el hospedador esta mediada por 
receptores entre los que se encuentran los receptores acoplados a proteínas G (G-protein 
coupled receptors, GPCRs o GPRs) las cuales a su vez modulan positiva o negativamente la 
actividad de enzimas capaces de originar segundos mensajeros. 
Los GPRs representan la mayor familia de proteínas de membrana en el genoma humano y 
constituyen una fuente de blancos para la industria farmacéutica (Lander y col., 2001; 
Venter y col., 2001). Los GPRs tienen una estructura que consiste en una cadena 
polipeptídica simple con siete segmentos α-hélice transmembranales con una estructura 
tridimensional común (TM I-VII), estos dominios están unidos entre sí por asas 
polipeptídicas: tres intracelulares (i1-i3), el asa larga compuesta de aminoácidos hidrofílicos 
entre las hélices 5 y 6 (asa i3) que es el sitio de interacción o acoplamiento a proteína G, y 
tres asas extracelulares (e1-e3). Una cuarta asa citoplasmática puede formarse cuando el 
segmento C- terminal se une a la membrana por atracción lipídica a la cadena de 
aminoácidos, un segmento N-terminal glicosilado extracelular y el segmento C-terminal a 
nivel citoplasmático (Figura 4.1). 
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Figura 4.1: Representación esquemática de la estructura de los 
receptores asociados a proteína-G. Dominios transmembranales 
(TM), asas externas (EL, extracelular loop) e internas (ICL, 
intracelular loop) y segmentos N- y C-terminales. Fuente: Neumann 
y col., 2014. 
 
Tradicionalmente los GPRs han sido considerados como receptores para hormonas, 
neurotransmisores y otros mediadores, que se producen con el fin de llevar una señal que 
media la comunicación célula-célula. Sin embargo, este punto de vista fue cambiando a 
medida que se fueron identificando ligandos de distintas naturaleza. Estos ligandos incluyen 
moléculas que pueden ser además sustratos de energía (tales como ácidos grasos y 
sacarosa) o intermediarios metabólicos (tales como acetato, lactato o cuerpos cetónicos). 
Dentro de la familia de receptores GPRs, se encuentran los receptores de ácidos grasos de 
cadena corta: GPR43 (o Free Fatty Acid receptor 2, FFA2) y GPR41 (o Free Fatty Acid receptor 
3, FFA3), cuyos ligandos específicos son acetato, propionato, butirato y pentanoato. Estudios 
in vitro han demostrado que el acetato activa preferentemente el GPR43, propionato el 
GPR43 y el GPR41 y el butirato se asocia preferentemente al GPR41, aunque también puede 
activar otros receptores (Schmidt y col., 2011; Blad y col., 2012). Algunos estudios recientes 
evidencian la importancia de estos receptores en la regulación de la respuesta inmune 
(Maslowski y col., 2009; Macia y col., 2015). 
La expresión de GPR43 se extiende sobre el tracto gastrointestinal, células del sistema 
inmune y nervioso. En particular, las células enteroendócrinas en íleon y colon, expresan 
GPR43, motivo por el cual, al activarse por sus ligandos, ejercen un efecto anorexígeno 
(Kennedy y col., 2010; Tolhurst y col., 2012). Las células inmunes incluyendo eosinófilos, 
basófilos, neutrófilos, monocitos, células dendríticas, también expresan GPR43, siendo uno 
de los mecanismos a través de los cuales los AGCC modulan la respuesta inmune (Cox y col., 
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2009; LePoul y col., 2013). Maslowski y col. (2009) demostraron que ratones que carecen 
del receptor GPR43, presentan una exacerbación de la inflamación en un modelo de colitis 
inducida por DSS, indicando la implicancia del receptor en el mecanismo antiinflamatorio. 
El receptor GPR41 también se expresa la mucosa colónica y células enteroendócrinas, así 
como también se describe su expresión en algunas células inmunes y en adipocitos (Xiong y 
col., 2004; Kimura y col., 2011). 
Otra familia de receptores asociados a proteína-G está formada por los llamados receptores 
de ácidos hidroxi-carboxílicos. Se ha descripto que el GPR81 (o hidroxi carboxilic acid 
receptor 1, HCA1) es un receptor que reconoce el lactato. También se encuentran en esta 
familia el GPR109A (HCA2) cuyos ligandos endógenos son niacina (vitamina B3) y 3-
hidroxibutirato y GPR109B (HCA3) cuyo ligando principal es el 3-hidroxioctanoato. 
El GPR109A se expresa en células inmunes incluyendo monocitos, macrófagos, neutrófilos, 
células dendríticas y células de Langerhans de la epidermis, en el epitelio pigmentario de la 
retina, así como en el epitelio intestinal (Martin y col, 2009; Thangaraju y col., 2009; Yousefi 
y col., 2000; Schaub y col., 2001; Maciejewski-Lenoir y col., 2006). El GPR109B parece 
compartir con GPR109A su expresión en el tejido adiposo, así como en diversas células 
inmunes como monocitos, macrófagos, células dendríticas y neutrófilos (Knowles y col., 
2006; Ahmed y col., 2009a; Irukayama-Tomobe y col., 2009; Wanders y col., 2012). La 
activación de estos receptores también está relacionada con un efecto antilipolítico con la 
consecuente reducción de los niveles de ácidos grasos libres en plasma (Kang y col., 2011), 
aunque también se ha descripto una importante participación del receptor GPR109A en 
mecanismos antiinflamatorios a nivel intestinal (Thangaraju y col., 2009). 
En particular el receptor específico para lactato, el GPR81, fue descripto principalmente en 
tejido adiposo y estudiado por su efecto antilipolítico y participación en el metabolismo 
energético de los adipocitos (Cai y col., 2008; Ge y col., 2008; Liu y col., 2009). La expresión 
del receptor GPR81 parece estar restringida a tejido adiposo, habiéndose encontrado en 
riñón, músculo esquelético e hígado con una menor expresión (Wise y col., 2003; Ge y col., 
2008; Liu y col., 2009). 
 
3.  Control metabólico de la inflamación 
Frente a los estímulos proinflamatorios, las células del sistema inmune incluyendo 
neutrófilos, células dendríticas, y macrófagos, reprograman su maquinaria metabólica, 
cambiando la fosforilación oxidativa hacia la glucólisis aeróbica, de manera similar al 
metabolismo de las células tumorales, conocido como “Efecto Warburg” (Garedew y col., 
2010; Krawczyk y col., 2010). Esta reprogramación metabólica tiene como objetivo proveer 
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sustratos para la producción de mediadores lipídicos inflamatorios, potenciar la generación 
de especies reactivas de nitrógeno en caso de células mieloides y proveer mediadores para 
la síntesis de ácidos nucleicos en caso de células con capacidad proliferativa. 
En condiciones normales y en presencia de oxígeno las células metabolizan la glucosa a 
través de la glucólisis hasta piruvato en el citoplasma. Luego el piruvato se transforma en 
acetil-CoA e ingresa a la mitocondria donde se lleva a cabo el ciclo de Krebs y la fosforilación 
oxidativa. Sin embargo, en condiciones de hipoxia, el piruvato se convierte en lactato en el 
citoplasma por la acción de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). La reprogramación 
metabólica que sufren las células inmunes tras la activación por un estímulo 
proinflamatorio determina que se genere energía fundamentalmente a partir de la 
glucólisis, aún en presencia de oxígeno, lo cual si bien rinde un menor número de moléculas 
de ATP por mol de glucosa, se generan con mayor velocidad y además se producen todos los 
intermediarios necesarios para la biosíntesis de las moléculas proinflamatorias. De este 
modo, disminuye el consumo de oxígeno y también la tasa de fosforilación oxidativa (Kelly & 
O’Neil, 2015). 
La glucólisis es esencial para la respuesta inflamatoria en los macrófagos y células 
dendríticas. La reprogramación metabólica en estas células conduce en primer lugar a un 
mayor consumo de glucosa y a una mayor producción de lactato para regenerar el NAD+ 
necesario para mantener la vía glicolítica activa. Además de acuerdo con esta observación, 
también se describió que cuando los macrófagos son activados por LPS, se produce un 
aumento en la expresión de enzimas vinculadas a la vía glicolítica y una disminución de la 
expresión de enzimas relacionadas con el ciclo de Krebs (Ruiz-Garcia y col., 2011). De este 
modo se ha demostrado que la estimulación de macrófagos con LPS conduce a un aumento 
significativo en la concentración de lactato en medio extracelular, respecto a los controles 
sin estimular (Tannahill y col., 2013; Hoque y col., 2014, Kelly & O’Neil, 2015). 
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OBJETIVOS 
 
 
Considerando los mecanismos celulares que han sido descriptos para los ácidos grasos de 
cadena corta, se planteó como objetivo de este capítulo estudiar el posible mecanismo 
subyacente a la actividad inmunomoduladora del lactato observada in vitro e in vivo. 
 
Objetivos específicos 
 Evaluar el potencial rol del receptor GPR81 en la actividad anti-inflamatoria del 
lactato. 
 Estudiar el efecto del lactato sobre la activación de la vía NF-B en células de epitelio 
intestinal. 
 Analizar el efecto de inhibidores de la vía glicolítica y de transportadores de lactato 
sobre la activación de la respuesta inmune innata inducida por flagelina en células 
epiteliales. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
1.  Detección de GPR81 en líneas celulares de epitelio intestinal y en tejidos 
humanos 
Se evaluó la expresión del receptor GPR81 en líneas celulares de epitelio intestinal (Caco-2, 
HT-29), de epitelio gástrico (AGS), en biopsias de intestino humano y en tejido adiposo 
humano como control positivo, mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Las muestras de 
tejidos humanos utilizadas, fueron obtenidas a partir de pacientes sometidos a una 
operación de trasplante intestinal en el Hospital Universitario Fundación Favaloro (Buenos 
Aires, Argentina). Ninguna de ellas correspondió a tejidos infectados, inflamados, o 
neoplásicos. El protocolo aplicado para la obtención de las mismas fue aprobado por el 
Comité de Ética Institucional de la Fundación Favaloro (DDI (984) 1207). Se obtuvo el ADNc 
de las líneas celulares como se describió en la sección Materiales y Métodos del Capítulo 2. 
El tejido adiposo se utilizó como control positivo de la expresión de GPR81. Para ello, dos 
muestras de tejido adiposo conservadas en RNA later (Ambion, USA) fueron procesadas 
utilizando un ultraturrax y se extrajo ARN total utilizando un kit comercial Mini RNA 
Isolation Kit (GE Healthcare UK Limited Amersham Place, Little Chalfont, Buckinhamshire, 
HP7 9NA). La transcripción reversa y la PCR cuantitativa en tiempo real se realizaron como 
se describió en la sección Materiales y Métodos del Capítulo 2. En esta oportunidad se 
utilizaron primers cuya secuencia se detalla en la Tabla 4.1. 
 
Tabla 4.1: Secuencia de primers humanos utilizados para la determinación de la expresión 
del receptor GPR81 en líneas celulares y tejidos humanos. 
 
Primer 
Secuencia 5’-3’  
(directo y reverso) 
Referencia 
GPR81 
ACT GGA ATT CGC CAC CAT GTA CAA CGG 
GTC GTG CTG CCG C Liu y col., 2009 
ACG TCA GCG GCC GCT CAG TGC CAC TCA 
ACA TGT GGG GAT 
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2.  Determinación de AMP cíclico intracelular 
La determinación de AMP cíclico (AMPc) intracelular fue realizada por personal del Instituto 
de Biología y Medicina Experimental (IBYME, CONICET) bajo la dirección y colaboración del 
Dr. Martin Rumbo y Dr. Omar Pignataro. Para la determinación se realizó un ensayo donde 
se incubaron células Caco2 ccl20:luc en placas de 24 fosas con 500 µl de solución de lactato, 
acetato, propionato y butirato, 100 mM en DMEM base, durante 30 min. Luego se retiró el 
medio y se colocaron 500 µl de agua destilada por fosa para lisar los cultivos. Los lisados 
fueron transferidos a tubos Eppendorf y colocados a 90 °C durante 5 min para inactivar 
enzimas, luego se centrifugaron 5 min a 5000 xg. El AMPc fue cuantificado en estos 
sobrenadantes mediante radioinmunoensayos (Del Punta y col., 1996), desarrollados en el 
IBYME. Los resultados se expresaron como concentración media (pmol/100ml) relativa al 
control de células sin tratamiento de al menos tres experimentos independientes. 
 
3.  Ensayo con Toxina pertussis  
Se analizó el efecto del tratamiento de los cultivos de células Caco-2 ccl20:luc con Toxina 
Pertussis (Ptx) sobre la capacidad del lactato y los ácidos grasos de cadena corta de modular 
la respuesta inmune innata inducida por flagelina. La toxina fue gentilmente cedida por 
personal del Laboratorio Vac-Sal del Instituto de Biotecnología y Biología Molecular (IBBM, 
UNLP-CONICET). Para ello una placa de 48 fosas de cultivo de células Caco-2 ccl20:luc fue 
incubada 16 h con toxina de Bordetella pertussis (100 ng/ml) en DMEM completo. Luego, el 
medio de cultivo fue retirado, y se colocaron 250 µl de solución de los diferentes ácidos 
orgánicos (neutralizadas y esterilizadas por filtración), 100 mM en DMEM base y se 
incubaron durante 30 min; luego se agregaron 12,5 µl de flagelina 20X. Finalmente, como en 
los ensayos descriptos previamente se midió luminiscencia luego de 5 h de incubación. Del 
mismo modo se incubaron las células con un análogo químico permeable del AMPc (dibutiril 
AMPc, 1mM) y se midió su efecto frente a la estimulación con flagelina. 
 
4. Transfección de células de epitelio intestinal con lipofectamina 2000 
Para evaluar si la vía de NF-kB está involucrada en la señalización, se generaron células 
Caco-2/TC-7 reporteras mediante transfección transiente con liposomas utilizando dos 
construcciones, la primera con el gen reportero luciferasa de luciérnaga bajo el dominio del 
promotor 3kB, un promotor artificial que posee tres sitios de unión a NF-kB en tándem; la 
segunda construcción consiste en el gen reportero luciferasa de Renilla spp. bajo el dominio 
del promotor constitutivo Timidina quinasa de herpesvirus (HSV-Tk). Este sistema 
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reportero generado, permite evaluar la unión del factor de transcripción NF-kB y a su vez 
provee de una herramienta para normalizar las medidas de acuerdo al éxito de transfección 
en cada fosa de cultivo. 
La transfección se realizó utilizando una leve modificación del protocolo comercial sugerido 
por el fabricante. Se trabajó con células Caco-2/TC-7 en placas de cultivo de 24 fosas al 80 % 
de confluencia para evitar la muerte celular debido a la duración del ensayo. Se utilizó 1 μl 
de lipofectamina (LFM) por fosa y para una eficiente formación de complejos de 
transfección se utilizó 1 μg de ADN por cada 2μl de LFM. 
Para estimar la concentración de ADN se utilizó un espectrofotómetro con cubeta de cuarzo 
para medir la absorbancia a 260 nm. Se mezclaron los volúmenes necesarios para tener 0,5 
μg de ADN del plásmido con luciferasa de luciérnaga inducible con 0,5 μg de ADN del 
plásmido con luciferasa de renilla constitutiva en medio OMEM (ver Apéndice) en una 
proporción 1:15. 
Por separado se mezclaron 2 μl de LFM por μg de ADN total utilizado con medio OMEM en 
una relación 1:15. Luego se mezclaron estas dos preparaciones y se dejaron reposar durante 
15 min a temperatura ambiente. Seguidamente se quitó el medio de cultivo de la placa de 
células, se lavaron con DMEM base 2 veces; se le agregó un volumen de OMEM a la mezcla y 
se colocaron 500 μl de esta última preparación por fosa a transfectar. Se incubaron las 
células durante 8 h a 37 °C, en atmósfera controlada 5% CO2. Luego, se cambió el medio de 
cultivo por DMEM completo y se incubaron en las mismas condiciones durante un día. Es 
muy importante mantener las condiciones de esterilidad en los reactivos y materiales 
durante el proceso, debido a la prolongada duración del ensayo. Previo a la realización de 
los ensayos, se verificó la integridad celular por observación microscópica. 
 
4.1.  Caracterización de las transfecciones 
Se realizó el mismo formato de ensayo utilizado en el sistema reportero Caco-2 ccl20:luc en 
placas de 24 fosas. Las células fueron preincubadas con 500 µl de DMEM base adicionado de 
lactato 100 mM o bien con la misma cantidad de DMEM base durante 30 min 37 °C y 
atmósfera controlada 5 % CO2. La estimulación de las fosas correspondientes se llevó a cabo 
agregando 25 µl por fosa de una suspensión 20X de flagelina en DMEM base. La flagelina fue 
previamente calentada a 60 °C durante 5 min para eliminar posibles agregados. Las células 
se incubaron 5 h en las condiciones mencionadas anteriormente. Finalmente se descartó el 
medio de cultivo y las células fueron lisadas con buffer de lisis según el protocolo del kit 
comercial Dual System Luciferase Assay (Promega, Madison WI, USA). 
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Para las medidas de luminiscencia se tomaron 10 µl del lisado celular y se mezclaron con 50 
µl del sustrato LAR II. Se midió luminiscencia, la misma corresponde a la luciferasa inducible 
de luciérnaga. Luego, sobre la misma mezcla se agregaron 50 µl del sustrato para luciferasa 
de renilla en buffer Stop & Glo y se midió la luminiscencia no inducible, correspondiente a 
esta segunda enzima. 
La luminiscencia se expresó de manera relativa al control interno con la luciferasa de 
expresión constitutiva en cada condición y luego se normalizaron los datos con respecto al 
control estimulado con flagelina mediante la siguiente fórmula: 
 
                        
                      
                          
 
 
                           
                                           
                                                  
 
 
5.  Efecto de inhibidores de la vía glicolítica, bloqueo de transportadores MCT en la 
activación de células Caco-2 ccl20:luc 
Se estudió el efecto de los inhibidores de la vía glicoítica en la activación de células Caco-2 
ccl20:luc inducida por flagelina. Se prepararon soluciones stock de los inhibidores en medio 
DMEM base: 2-desoxiglucosa (SIGMA-ALDRICH) 1 M; Oxamato de sodio (SIGMA- ALDRICH) 
0,5 M y 3-bromopiruvato de sodio (SIGMA- ALDRICH) 0,1 M. Las células Caco-2 ccl20:luc 
fueron sembradas en placas de 96 fosas y utilizadas luego de 5 días de diferenciación. Se 
emplearon al mínimo 3 fosas para cada condición y los ensayos se realizaron por triplicado. 
Se incubaron las células con distintas concentraciones de los inhibidores durante 30 min, 
luego las fosas correspondientes se estimularon con flagelina (1 µg/ml) y se incubaron a 37 
°C en estufa con atmósfera controlada (5% CO2) durante 5 h. Al cabo de este tiempo, se 
retiró el medio de todas las fosas y se lisaron con 25 µl buffer de lisis del kit comercial ONE-
Glo TM Liceferase Assay System (Promega). Luego se midió la actividad luciferasa utilizando 
el kit ONE-Glo, la reacción se realizó mezclando 20 µl de lisado con 20 µl de reactivo 
conteniendo el sustrato de la enzima luciferasa, en placas blancas. Se midió luminiscencia 
dentro de los 30 min posteriores, en un luminómetro TriStar LB941 (Berthold 
Technologies) y los valores se normalizaron respecto a los controles de células sin 
tratamiento, estimuladas con flagelina, como se describió en la sección Materiales y Métodos 
del Capítulo 2. 
Por otro lado se utilizó ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (α-CHC, SIGMA-Aldrich) que 
bloquea el transporte de ácidos carboxílicos en las células, en particular los transportadores 
MCT1 y MCT4 implicados en la entrada/salida de lactato. Para estos ensayos se preparó una 
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solución stock de α-CHC 1 M en DMSO (SIGMA-Aldrich). Los ensayos se realizaron sobre 
cultivos de células Caco-2 ccl20:luc en placas de 96 fosas, siguiendo el protocolo 
recientemente descripto. 
 
6.  Análisis estadístico 
Los resultados se expresaron como la media ± desvío estándar de al menos tres 
experimentos independientes. Para la evaluación estadística se realizó un análisis de 
varianza (ANOVA) seguido de test de Tukey para comparaciones múltiples o Test de Dunnet 
para comparación de medias respecto a un control o bien Test t de Student para 
comparación entre dos medias. Se utilizó el programa GraphPad Prism versión 5.01 para 
Windows (San Diego, California, EEUU). 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
1.  Expresión del receptor GPR81 en líneas celulares de epitelio intestinal y tejidos 
humanos 
Los ácidos grasos de cadena corta (AGCC) que son producidos en el colon por la microbiota 
intestinal pueden ejercer efectos antiinflamatorios a través de la activación de receptores 
específicos asociados a proteínas G (GPRs), en particular a los receptores GPR41, GPR43 y 
GPR109A (Maslowski y col., 2009; Tan y col., 2014; Macia y col., 2015). Por otro lado, el 
receptor GPR81, cuyo ligando es el lactato, ha sido descripto principalmente en adipocitos, 
mediando un efecto antilipolítico (Cai y col., 2008; Ahmed y col., 2009b). Teniendo en cuenta 
esta información y considerando el efecto modulador de la respuesta inmune innata 
ejercido por el lactato en células epiteliales evidenciado en el presente trabajo, se realizaron 
ensayos para analizar si el receptor GPR81 podría estar implicado en esta actividad. 
 
En primer lugar se estudió la expresión del receptor GPR81 en las líneas celulares de 
epitelio intestinal (Caco-2 y HT-29), en biopsias humanas de intestino delgado y colon y en 
una línea celular de epitelio gástrico (AGS). Se utilizó tejido adiposo humano como control 
de expresión positiva y se emplearon primers específicos obtenidos a partir de referencias 
en literatura (Liu y col., 2009). Se extrajo ARN total de las líneas celulares y tejidos como se 
detalló en la sección Materiales y Métodos, se realizó una transcripción reversa (RT-PCR) y 
una vez obtenido el ADN complementario (ADNc) se realizó un ensayo de PCR cuantitativa 
en tiempo real (qRT-PCR) para detectar la expresión del receptor. Se utilizó β-actina como 
gen normalizador. Se corroboraron las condiciones de reacción para los primers específicos 
para GPR81 utilizando como molde ADNc obtenido de tejido adiposo. Se realizó una curva 
de rango dinámico, donde se analizaron los valores de Ct obtenidos para distintas 
concentraciones de muestra con una concentración de primers de 1 µM (Figura 4.2 A). Se 
realizó una regresión lineal con los valores de la curva obtenida y se calcularon los 
parámetros de la misma. La pendiente experimental obtenida tuvo un valor de -3,41 ±0,3, lo 
cual corresponde a una eficiencia de aproximadamente 100 %. También se verificó la 
temperatura de fusión de los productos de amplificación obtenidos (T melting), en la cual se 
observó un producto único y de igual Tm en todos los pocillos donde se colocó muestra de 
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ADNc y primers GPR81 y no en el control de los reactivos, por lo que no se observó 
formación de dímeros de primers (Figura 4.2 B). 
 
 
 
Figura 4.2: Puesta a punto primers GPR81. (A) Curva de rango dinámico. Log [muestra] vs 
Ct. (B) Curva de melting primers GPR81 (+) Muestras con molde de ADNc de tejido adiposo 
humano (-) Control de reactivos. 
 
 
Luego de la verificación de las condiciones de reacción para los primers específicos, se 
analizó la expresión del receptor en las muestras de intestino delgado y colon humano y en 
las líneas celulares de epitelio intestinal Caco-2 y HT-29, y de epitelio gástrico (AGS). Los 
resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.3. 
 
 
 
 
Figura 4.3: Expresión del receptor GPR81 en tejidos humanos y líneas celulares. 
Resultado expresado como copias ARNm GPR81 por cada 10000 copias de ARNm de β-
actina. 
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Se observó que el receptor GPR81 se expresa en el tejido adiposo tal como se esperaba, 
mientras que no se detectó en la línea celular de epitelio gástrico (Figura 4.2). Sin embargo y 
como resultado relevante se detectó que este receptor se expresa en tejido intestinal 
humano y en las líneas celulares de epitelio. De esta forma, estando presente el receptor 
específico de lactato, la modulación de la expresión de CCL20 evidenciada en células Caco-2 
ccl20:luc o dicho de otra forma, los efectos antiinflamatorios de lactato a nivel intestinal, 
podrían ser mediados por la interacción del lactato con este receptor. 
 
2.  Modulación de la respuesta inmune innata epitelial por lactato en distintas 
líneas celulares 
A fin de corroborar si el lactato ejercía su efecto mediado por la interacción con el receptor 
GPR81 se utilizó la línea HT-29, la cual presentó una expresión del receptor 
significativamente mayor que en las otras muestras analizadas. Se determinó la expresión 
de ARNm de la citoquina CCL20 mediante qRT-PCR, en cultivo de células HT-29 
preincubadas o no con lactato durante 30 min y luego estimuladas con flagelina o IL-1β, 
durante 2 h, obteniéndose los resultados que se presentan en la Figura 4.4. 
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Figura 4.4: Expresión relativa de ARNm de CCL20 por células HT-29 inducida por 
distintos agonistas proinflamatorios. (A) Flagelina (B) IL-1β. Preincubación de 30 
min con lactato 100 mM. (■) Condición sin estimular (■) Condición estimulada. 
Diferencias no significativas, Test t Student. 
 
Como puede verse en la Figura 4.4, la preincubación de células HT-29 con lactato 100 mM 
no afectó la expresión del mensajero CCL20 inducida por flagelina e IL-1β, es decir que la 
respuesta de esta línea celular no fue modulada por lactato. A continuación se estudió si la 
presencia del lactato era capaz de estimular la expresión del receptor GPR81 en células 
Caco-2 y HT-29 (Figura 4.5). 
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Figura 4.5: Expresión relativa de GPR81 en líneas celulares. (A) Caco-2 (B) HT-29. 
Efecto de la incubación con lactato 100 mM. Los resultados se muestran como relativos 
a la expresión basal en cada línea celular. Diferencias no significativas, Test t Student. 
 
 
Como puede observarse en la Figura 4.5, la expresión de GPR81 en las células Caco-2 y HT-
29 que recibieron tratamiento con lactato no presentó diferencias significativas respecto a 
la expresión basal, por lo que puede concluirse que el tratamiento con lactato no afecta la 
expresión del receptor GPR81 y por tanto el lactato no modula ni induce su expresión en las 
líneas epiteliales intestinales estudiadas. Corte Osorio y col. (2011) describieron la 
expresión del receptor GPR43 en el colon de ratas y observaron que el consumo de una 
dieta rica en fibra dietética (5% de fibra) aumentó significativamente la expresión de este 
receptor. Esto demostró que el gen del receptor GPR43 puede ser inducible en cuanto a su 
expresión por factores dietéticos, especialmente si se aumenta la concentración de AGCC 
producidos por la fermentación microbiana de la fibra. Sin embargo en este trabajo la 
presencia de lactato no indujo un aumento en la expresión del receptor contribuyendo a la 
evidencia que el efecto observado no estaría relacionado con el mismo. 
 
3.  Evaluación del rol del receptor GPR81 en el efecto inmunomodulador del 
lactato: Determinación de AMPc intracelular y ensayo con toxina pertussis 
Los receptores asociados a proteínas G, una vez que son activados por un ligando, se pueden 
acoplar a cuatro familias diferentes de proteínas G heterotriméricas y producir un efecto 
particular sobre una vía de señalización intracelular, la cual requiere de una estructura 
específica de las asas citoplasmáticas y de la región C-terminal de los GPRs. 
Estas "proteínas G" son un trímero de subunidades α, β, y γ (conocidas como Gα, Gβ, y Gγ 
respectivamente), que se sitúan en la membrana plasmática a través de su subunidad α, 
B 
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mediante uniones hidrofóbicas. En su estado inactivo se enlazan reversiblemente a un 
guanosín difosfato (GDP) unido a la subunidad α y se vuelven activas cuando se unen a un 
guanosín trifosfato (GTP). Cuando el ligando se une al receptor, se activa alostéricamente la 
proteína G al facilitar el intercambio de una molécula de GDP por una de GTP en la 
subunidad α. La célula mantiene una relación 10:1 de GTP:GDP citosólica, así el intercambio 
por un GTP está asegurado. En este punto, las subunidades de la proteína G se disocian del 
receptor, así como entre ellos, para producir un monómero Gα-GTP y un dímero Gβγ, que 
ahora son libres para modular la actividad de otras proteínas intracelulares. La hidrólisis de 
Gα-GTP regenera la subunidad Gα-GDP, permitiendo la reasociación con el dímero Gβγ, 
adquiriendo la configuración de partida, formando una proteína G "inactiva", que a su vez 
puede nuevamente unirse a un GPR y esperar la activación (Figura 4.6). 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.6: Secuencia de activación de los receptores acoplados a proteína G. 
Unión del ligando al receptor, activación de la proteína-G, intercambio de una 
molécula de GDP por una de GTP en la subunidad α. Separación de las fracciones 
activas (subunidad α unida a GTP y subunidades β), y activación de las vías de 
señalización intracelular por cada una de estas subunidades. Fuente: Neumann y 
col., 2014. 
 
Se han caracterizado distintos tipos de enzimas efectoras capaces de ser activadas por 
proteínas G:  
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- Adenilato Ciclasa (AC), es la enzima que cataliza el ciclamiento del ATP (substrato) para 
originar AMP cíclico (AMPc), que es la molécula con actividad de segundo mensajero, capaz 
de activar a la proteína quinasa A (PKA) en su ruta de transducción. 
- Fosfolipasa C (PLC), es la enzima generadora de inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol 
(DAG), los cuales tienen la característica de actuar como segundos mensajeros. Así, el DAG, 
que queda unido a la membrana, es capaz de activar a la proteína-quinasa C (PKC), la cual, 
de forma análoga a la PKA es capaz de modular por procesos de fosforilación la actividad de 
muchas proteínas, ya sean de membrana, citosólicas o factores de transcripción. Mientras 
que el IP3, que es soluble en el citoplasma, mediante su interacción con canales de Ca2+ 
tetraméricos, situados fundamentalmente en el retículo endoplásmico, puede incrementar 
las concentraciones de Ca2+ citosólico de 10 a 1000 veces, activando la función de varias 
proteínas que son dependientes de él. 
- Fosfolipasa A2 (PLA2).- enzima generadora de ácido araquidónico (AA), el cual es capaz de 
activar a la proteína quinasa C (PKC) en su ruta de transducción. 
La subunidad Gα-GTP libre puede interactuar con efectores como la adenilato ciclasa y 
fosfolipasas en la membrana citoplasmática; mientras que el complejo βγ puede activar 
canales iónicos u otros efectores, así como también pueden tener efectores independientes 
de proteína G. Los efectores de la proteína Gα, pueden clasificarse en los grupos que se 
muestran en la Tabla 4.2. 
 
Tabla 4.2: Clasificación de proteína G según su efector asociado. 
 
Clase Gα Efector asociado Segundo mensajero 
Gαs Adenilato ciclasa ↑ AMPc 
Gαi/o Adenilato ciclasa, canal de K+ 
↓ AMPc, cambia el potencial de 
membrana 
Gαq/11 Fosfolipasa C ↑ IP3, DAG, Ca+2 intracelular 
Gα12/13 Fosfolipasa C ↑ IP3, DAG, Ca+2 intracelular 
AMPc: Adenosin monofosfáto cíclico, IP3: Inositol 1,4,5-trifosfato, DAG: diacilglicerol. 
 
 
Teniendo en cuenta que los GPRs pueden estar asociados a proteínas G estimuladoras o 
inhibitorias, con el consecuente cambio en los niveles intracelulares de AMPc, se evaluó si el 
aumento intracelular de esta sustancia participaba en la modulación producida por lactato 
al estimular las células Caco-2 ccl20:luc con flagelina.  Para ello se realizó un ensayo de 
estimulación en presencia de dibutiril AMP cíclico (dbAMPc) que es un análogo químico 
capaz de ingresar a las células. 
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Figura 4.7: Efecto de la incubación de células Caco-2 ccl20:luc con 
dbAMPc sobre la actividad luciferasa relativa inducida por flagelina. 
Preincubación de 30 min con dbAMPc (1 mM) (■) Condición sin estimular 
(■) Condición estimulada con flagelina. Diferencias no significativas, Test t 
Student. 
 
 
Como se observa en la Figura 4.7, la incubación de células Caco-2 ccl20:luc con dbAMPc no 
modificó significativamente el aumento de la actividad luciferasa inducida por flagelina. Es 
decir que el aumento de la concentración de AMPc intracelular, no estaría actuando como 
mensajero del efecto ejercido por los ácidos carboxílicos estudiados. Estos resultados 
inducen a pensar que el efecto del lactato no estaría mediado por un receptor asociado a una 
proteína Gαs. 
 
Para evaluar si el efecto del lactato se encuentra mediado por la activación del receptor 
GPR81, el cual se asocia a una proteína Gαi (Offermanns, 2014), produciendo la inhibición de 
la enzima adenalito ciclasa, se determinaron las variaciones en los niveles de AMPc 
intracelular. Para ello se utilizó un cultivo de células Caco-2 ccl20:luc, que fueron incubadas 
con soluciones de lactato 100 mM. Se utilizaron también otros ácidos orgánicos como 
acetato, propionato y butirato a fin de comparar los resultados.  Se realizó la determinación 
de AMPc mediante radioinmunoensayos en el sobrenadante. Los resultados obtenidos se 
muestran en la Figura 4.8. 
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Figura 4.8: Efecto del tratamiento con ácidos orgánicos en los niveles de AMPc. 
Concentración de AMPc (pg/100 ml) en lisados de células epiteliales intestinales 
incubadas 30 min con lactato, acetato, propionato y butirato 100 mM. Se presentan 
los resultados promedios ±desviación estándar, de 4 ensayos independientes. No se 
encontraron diferencias significativas respecto al control de células que no 
recibieron ningún tratamiento. ANOVA seguido de Test de Dunnet. 
 
 
Como puede verse en la Figura 4.8 el tratamiento con lactato y los AGCC no afectó 
significativamente los niveles de AMPc intracelular. Contrariamente, trabajos previos han 
descripto que los receptores GPR43, GPR41, GPR81, GPR109A y GPR109B se encuentran 
asociados a proteína Gαi y su activación produce una disminución del AMPc intracelular 
(Brown y col., 2003; Le Poul y col., 2003; Cai y col., 2008; Ge y col., 2008; Liu y col., 2009; 
Offemanns, 2014). Sin embargo, otros autores destacan que  la regulación de la señalización 
de los GPRs es muy compleja y demuestran que podría ocurrir también a través de vías 
independientes de proteínas G (Luttrell & Lefkowitz, 2002; Defea, 2008; Kang y col., 2014). 
 
Algunas toxinas bacterianas han constituido una herramienta de gran utilidad para el 
estudio de los GPRs, ya que las mismas afectan las subunidades α de las proteínas G. La 
toxina pertussis, es una proteína producida por la bacteria Bordetella pertussis. Esta toxina, 
se fija a la membrana de las células, penetra y, utilizando el NAD+ del citoplasma celular, 
produce la ADP-ribosilación de una proteína Gαi, hecho que conduce a la falta de interacción 
entre el receptor y la proteína efectora y por tanto a la ausencia de señalización por esta vía. 
Es decir, bloquea la inhibición de la adenilato ciclasa (García Sáinz y col., 1996). 
Se analizó el efecto de la preincubación de células Caco-2 ccl20:luc durante 16 h con toxina 
pertussis (Ptx) y luego se evaluó el efecto del lactato, acetato, propionato y butirato en la 
activación inducida por flagelina. Se compararon los resultados entre células que fueron 
pre-tratadas o no con la toxina (Figura 4.9). 
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Figura 4.9: Efecto de los ácidos orgánicos sobre la actividad luciferasa relativa 
inducida por flagelina en células Caco-2 ccl20:luc preincubadas con toxina 
pertussis. Efecto de lactato, acetato, propionato y butirato en concentración 100 mM 
sobre (■) células sin toxina pertussis (Ptx) (■) células incubadas 16 h con Ptx. 
Diferencias significativas con respecto al control sin tratamiento, con y sin incubación 
con Ptx respectivamente, ***p<0,001. ANOVA seguido de Test de Dunnet. 
 
Como puede observarse en la Figura 4.9 el efecto modulador de la activación de la respuesta 
innata tanto de lactato, como de acetato, propionato y butirato, no se perdió por la 
preincubación de las células con la toxina. Estos resultados coinciden con las observaciones 
realizadas por otros autores para el lactato en células mieloides (Hoque y col., 2014) así 
como también para el efecto del butirato en células dendríticas (Arpaia y col., 2013), en 
ambos casos el tratamiento de las células con Ptx no inhibió el efecto biológico estudiado. 
 
En conjunto los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que en el epitelio 
intestinal el efecto de los ácidos estudiados no estaría mediado, al menos, por una proteína 
Gαi asociada al receptor, ni por perturbaciones de la concentración de AMPc intracelular. Sin 
embargo no puede descartarse la importancia de dichos receptores, ya que se conoce que 
los mismos pueden mediar mecanismos reguladores de la respuesta inmune de manera 
independiente de proteínas G. 
Si bien la vía de señalización clásica de los GPRs implica la activación de las proteínas G, se 
ha hecho evidente que también pueden activar mecanismos de señalización intracelulares 
sin requerir acoplamiento a una proteína G. La señalización de manera independiente de 
proteína G incluye proteínas de la familia de las arrestinas. La activación del receptor 
promueve la translocación de las arrestinas desde el citoplasma a la membrana celular y su 
interacción con el receptor activado produce el desacople de sus proteínas G y conduce a su 
internalización, que finalmente atenúa la señalización (Claing y col., 2002; Gao y col., 2004). 
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Las arrestinas pueden ejercer efectos opuestos tanto como sinérgicos respecto a la 
señalización vía proteína-G; o bien activar una misma enzima pero a través de diferentes 
mecanismos. 
 
Teniendo en cuenta estos resultados, y con la finalidad de evaluar el efecto del lactato sobre 
células del sistema inmune se trabajó en colaboración con miembros del grupo de 
investigación dirigido por el Dr. Martin Rumbo perteneciente al Instituto de Estudios 
Inmunológicos y Fisiopatológicos (IIFP, UNLP-CONICET) y se estudió in vitro el efecto del 
lactato, acetato, propionato y butirato en células relevantes para la respuesta inmune innata 
del tracto gastrointestinal. Se encontró que el lactato y los AGCC (acetato, butirato y 
propionato) modularon la secreción de citoquinas proinflamatorias IL-6 e IL-12 por 
macrófagos derivados de médula ósea y peritoneales de ratón. También se observó una 
disminución de la expresión del marcador de superficie CD40 en células dendríticas 
derivadas de médula ósea de ratón activados con LPS, de manera dosis-dependiente 
(Iraporda y col., 2015). Tal como fue evidenciado en los ensayos realizados sobre cultivos de 
células epiteliales, presentados en el Capítulo 2.B, las concentraciones efectivas de los ácidos 
carboxílicos resultaron diferentes. Del mismo modo a lo obtenido en ensayos sobre células 
epiteliales, butirato y propionato fueron eficaces en concentraciones de 1 a 5 mM mientras 
que los efectos moduladores de acetato y lactato fueron ejercidos con concentraciones 
superiores a 20 y 50 mM respectivamente. Es importante destacar que, el tratamiento sólo 
con lactato o AGCC, no alteró la expresión o producción de estos factores proinflamatorios. 
Además, utilizando células derivadas de ratones deficientes de GPR81 (Ahmed y col., 2010) 
se encontró que el lactato moduló la respuesta proinflamatoria inducida por LPS tanto en 
macrófagos derivados de médula ósea de ratones salvajes como de ratones deficientes del 
receptor. 
Los resultados descriptos sobre el mecanismo del lactato en la regulación de la inflamación 
no están aún dilucidados. Hoque y col. (2014) centraron su investigación en 
macrófagos/monocitos, que se encuentran involucrados críticamente en la inflamación de 
hígado y páncreas y utilizaron modelos in vitro e in vivo, para probar que el lactato ejerce un 
efecto anti-inflamatorio mediado por el receptor GPR81. En contraste con lo obtenido en 
este estudio, describieron que el efecto del lactato en la modulación de la respuesta 
proinflamatoria en macrófagos de ratón y humanos estimulados por LPS es dependiente del 
receptor GPR81, realizando experimentos de pérdida de función mediante siRNA específico 
para GPR81. Los autores encontraron que la administración de lactato 15 mM redujo la 
lesión de órganos en ambos modelos de inflamación, mediante la unión a GPR81 y que 
también sería dependiente de la proteína adaptadora β-arrestina 2. Por otra parte, a través 
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de esta vía de señalización, demostraron que el lactato inhibe directamente la activación de 
NF-kB, con un efecto beneficioso sobre la gravedad de la enfermedad en ambos modelos. 
Por otro lado, Lee y col. (2013) demostraron que la activación del receptor GPR43 por sus 
agonistas conduce a la reducción de la translocación del factor NF-kB al núcleo, modulando 
la expresión de genes de las citoquinas proinflamatorias IL-6 e IL-1β. 
 
4.  Efecto del lactato en la activación del factor nuclear kappa-B (NF-B) 
Uno de los factores de transcripción centrales que media las respuestas inflamatorias es el 
factor nuclear kappa-B (NF-B), que se requiere para la activación transcripcional de 
muchos efectores pro-inflamatorios, incluyendo CCL20, IL-8, TNF-α, IL-6, Cox2, iNOS. La 
familia de factores de transcripción NF-B se compone de cinco miembros (subunidades), 
p50, p52, p65 (RelA), c-Rel y RelB (Hayden & Ghosh, 2008) que en la mayoría de las células 
forman dímeros que residen principalmente en el citoplasma en forma inactiva debido a que 
se encuentran asociados con un inhibidor específico IkB el cual está constituído por la 
familia de proteínas inhibidoras (IkBα, IkBß y IκBε) o a las proteínas p100 y p105 
precursoras (Hayden & Ghosh, 2008). 
La activación de los TLR por sus respectivos ligandos, produce un cambio conformacional de 
los mismos que genera una señalización a través del reclutamiento de proteínas 
adaptadoras intracelulares como las quinasas asociadas al receptor de IL-1 (interleukin–1 
receptor associated kinase, IRAK: IRAK4, IRAK1). La activación de IRAK conduce a una 
cascada de reacciones que activan complejo quinasa IKKB (complejo IKK/NEMO, IKKß, 
IKKγ) el cual fosforila el complejo IkBα y lo dirige hacia su degradación proteosomal 
(Hayden & Ghosh, 2008; Wang y col., 2001). La degradación de IkBα, permite la traslocación 
de NF-B desde el citoplasma al núcleo donde promueve la expresión de genes citoquinas 
pro-inflamatorias y además del gen que sintetiza IkB, evento de gran importancia pues es el 
asa de autorregulación negativa que bloquea la cascada molecular de la síntesis de 
citoquinas una vez erradicada la infección (Figura 4.10). 
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Figura 4.10: Representación esquemática de la activación 
de la vía NF-B. Los dímeros NF-B se encuentran en el 
citoplasma asociados a las proteínas inhibidoras (IB). Los 
estímulos pro-inflamatorios estimulan los receptores TNFR 
o IL-1/TLR los cuales desencadenan la activación del 
complejo IB quinasa (IK). Este complejo fosforila al 
inhibidor IB en sitios específicos disparando su 
ubiquitinación (poliUB) y posterior degradación en 
proteasoma. La eliminación de las proteínas inhibidoras 
permite la acumulación de dímeros NF-B en el núcleo, 
donde estimularán la traducción de genes principalmente 
con función proinflamatorioa y antiapoptótica. NEMO: NF-
B Essential Modulator. Fuente: Pasparakis, 2009. 
 
 
En el intestino, la activación de NF-B puede tener un papel dual: perjudicial y/o 
beneficioso. Por un lado, la activación de la vía NF-B contribuye al desarrollo y 
mantenimiento de la inflamación intestinal y se encontró que es más activa en células de la 
mucosa de pacientes que sufren de enfermedades inflamatorias intestinales. Además se 
observó que la inhibición farmacológica de la vía NF-B atenúa la inflamación intestinal en 
modelos murinos de colitis (Schreiber y col., 1998). Así como la activación excesiva NF-B 
puede contribuir a la inflamación intestinal, su inhibición podría tener efectos terapéuticos 
en las enfermedades inflamatorias intestinales. 
 
Para evaluar si la vía de NF-B está involucrada en el efecto modulador del lactato se 
generaron células Caco-2/TC-7 reporteras mediante transfección transiente con liposomas 
utilizando dos construcciones, la primera con el gen reportero luciferasa de luciérnaga bajo 
el dominio del promotor artificial 3kB, que posee tres sitios de unión a NF-B en tándem; la 
segunda construcción consiste en el gen reportero luciferasa de Renilla spp. bajo el dominio 
del promotor constitutivo Timidina quinasa de herpesvirus (HSV-Tk). Este sistema 
reportero generado, permite evaluar la unión del factor de transcripción NF-B al promotor 
y a su vez provee de una herramienta para normalizar las medidas de acuerdo al éxito de 
transfección en cada fosa de cultivo mediante el gen reportero de luciferasa de Renilla spp. 
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Figura 4.11: Efecto del lactato en la vía NF-κB. (A) Esquema de las construcciones utilizadas 
para la transfección de la línea celular de epitelio intestinal Caco-2/TC7. (B) Valores de 
luminiscencia relativos (Lnluc/Rluc) en células transfectadas. (□) Condición sin estimular 
(■) Condición estimulada con flagelina. Diferencias significativas entre las células control (sin 
tratamiento) y pre-incubadas con lactato, estimuladas con flagelina, **p<0,01. Test t Student. 
Se muestran los resultados promedios de 2 ensayos independientes cada uno con triplicados. 
 
 
En la Figura 4.11 se puede apreciar que la estimulación de las células por flagelina conlleva a 
un aumento significativo de la actividad relativa de luciferasa de luciérnaga (dependiente de 
NF-B) y que la preincubación con lactato conduce a una modulación de esta respuesta. Esto 
permite concluir que la vía de NF-B es modulada por lactato. 
Esta observación coincide con lo descripto por otros autores en células mieloides. Watanabe 
y col. (2009) informaron que el ácido láctico así como también el medio de cultivo de una 
cepa de Lactobacillus casei Shirota, presentaron la capacidad de disminuir la lesión 
intestinal inducida por indometacina, y además demostraron que el lactato 10 mM inhibe la 
vía NF-B en células mieloides THP-1. Hoque y col. (2014) también informaron que esta vía 
es inhibida por lactato en macrófagos humanos y de ratón. Sin embargo, otros autores han 
reportado que el lactato potencia el efecto del LPS en macrófagos activando la vía NF-κB 
(Nareika y col., 2005; Samuvel y col., 2009). 
 
5.  Efecto de los inhibidores de la vía glicolítica y bloqueo de transportadores de 
lactato sobre la activación de células epiteliales 
La investigación reciente ha comenzado a caracterizar las alteraciones metabólicas que 
ocurren en las células inmunes y cómo la reprogramación metabólica facilita cambios en el 
destino de las células y la función durante el curso de una respuesta inmune. Las células 
inmunes activadas tienden a adoptar una forma de metabolismo llamado “glucólisis 
aeróbica” mediante el cual la glucosa es metabolizada a lactato pesar de la abundancia de 
A B 
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oxígeno. Este tipo de metabolismo permite el uso de glucosa para generar energía y apoyar 
los procesos de biosíntesis (Donnelly & Finlay, 2015). Las células con un fenotipo glucolítico 
presentan tasas significativamente más altas de producción de protones y por tanto de 
acidificación extracelular que las células que utilizan la fosforilación oxidativa. Krawczyk y 
col. (2010) describieron que la estimulación de células dendríticas con ligandos de TLR4 y 
TLR2 provoca un aumento del consumo de glucosa y de la tasa glicolítica, promueve la 
expresión del transportador de glucosa 1 (GLUT 1) tanto a nivel de ARNm como de proteína 
y observaron una mayor producción de lactato. Kelly & O´Neil (2015) también describieron 
este fenómeno de reprogramación metabólica en macrófagos y células dendríticas activadas 
por estímulos proinflamatorios, disminuyendo la fosforilación oxidativa y favoreciendo la 
glucólisis. Esta evidencia nos condujo a realizar ensayos para aproximarnos a analizar el 
efecto sobre el metabolismo de células de epitelio intestinal frente a la estimulación con 
agonistas proinflamatorios. En colaboración con el grupo de investigación del IIFP 
(CONICET, UNLP) dirigido por el Dr. Martin Rumbo y del Instituto Pasteur de Lille (Francia) 
dirigido por el Dr. Jean-Claude Sirard se analizó el efecto de distintos inhibidores de la vía 
glicolítica sobre la respuesta inflamatoria inducida por flagelina en la línea reportera Caco-2 
ccl20:luc. 
En la Figura 4.12 se presenta un esquema de la vía de la glicólisis y las enzimas blanco de los 
inhibidores utilizados en este estudio. 
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Figura 4.12: Esquema de la via glicolítica y enzimas afectadas por 
los inhibidores utilizados. Esquema adaptado de Wu y col. 2007. 
 
 
- 2-desoxiglucosa (2-DG), actúa como un inhibidor alostérico de la hexoquinasa en el primer 
paso de la glicólisis. 
- 3-bromo piruvato (3-BrPA), es un análogo halogenado del ácido pirúvico. Este compuesto 
puede actuar como inhibidor de varias enzimas en los distintos pasos de la glicólisis, entre 
ellas la hexoquinasa. 
- Oxamato de sodio (oxa), es un inhibidor de la enzima lactato deshidrogenasa. 
 
Para estos ensayos, se incubaron las células con distintas concentraciones de los 
inhibidores, se estimularon con flagelina y se incubaron durante 5 h. Luego, se determinó la 
actividad luciferasa inducida y se normalizaron los valores respecto a los controles de 
células estimuladas con flagelina que no recibieron tratamiento (Figura 4.13). 
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Figura 4.13: Efecto de la incubación de células Caco-2 ccl20:luc con inhibidores de la vía 
glicolítica sobre la actividad luciferasa relativa inducida por flagelina. (A) 2 Deoxiglucosa 
(mM) (B) 3-Bromo piruvato (µM) (C) Oxamato de sodio (mM). (■) Condición sin estimular 
(■) Condición estimulada con flagelina. Diferencias significativas respecto al control (0 mM) 
estimulado con flagelina, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. ANOVA seguido de Test de Dunnet. 
 
Como puede verse en la Figura 4.13 A y B, la alteración de la vía glicolítica por la inhibición 
de la enzima hexoquinasa por 2DG o 3BrPA, conduce a una menor activación de las células 
epiteliales. Además, la inhibición de la enzima LDH por oxamato produjo el mismo efecto 
(Figura 4.13 C). La acción de los inhibidores fue dosis-dependiente.  
La determinación de la medida de la actividad de la enzima deshidrogenasa mitocondrial 
(Materiales y Métodos Capítulo 2) permitió evidenciar que ninguna de las condiciones de 
incubación con los inhibidores glicolíticos resultó citotóxica (Figura 4.14). 
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Figura 4.14: Efecto de la incubación con inhibidores de la vía glicolítica sobre la 
actividad deshidrogenasa mitocondrial. (A) 2-DO (mM) (B) Oxamato (mM) (C) 3BrPA (µM). 
(■) Condición sin estimular (■) Condición estimulada con flagelina. No se encontraron 
diferencias significativas con respecto a las células control. ANOVA seguido de Test de Dunnet. 
 
Cuando se realizó el ensayo en células Caco-2 ccl20:luc incubadas en presencia de 3BrPA y 
lactato y estimuladas con flagelina, se observó que el efecto inmunomodulador fue 
independiente de la dosis de inhibidor y equivalente la ejercida por el lactato (Figura 4.15). 
 
A  2-DG B  3-BrPA C  Oxamato 
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Figura 4.15: Efecto de la incubación de células Caco-2 ccl20:luc con 3BrPA y 
lactato sobre la actividad luciferasa relativa inducida por flagelina. 
Tratamiento 30 min con 3BrPA en distintas concentraciones (µm) y lactato 150 
mM. (■) Condición sin estimular (■) Condición estimulada con flagelina. 
Diferencias significativas respecto al control (0 mM) estimulado con flagelina, 
***p<0,001. ANOVA seguido de Test de Dunnet. 
 
 
Los resultados obtenidos por incubación de células con 3BrPA y lactato, indicarían que el 
efecto inmunomodulador se debe a la interacción/ingreso del lactato a la célula, donde 
ejercería alguna modificación en la utilización de sustratos y el metabolismo o de 
señalización implicadas en la respuesta inflamatoria. 
Los cambios en el metabolismo, se pueden detectar simultáneamente a través de 
equipamientos que miden la tasa de consumo de oxígeno (Oxigen Consumption Rate, OCR), 
para cuantificar la respiración mitocondrial, y de la tasa de acidificación extracelular 
(Extracellular Acidification Rate, ECAR), la cual es un indicador de la tasa de glucólisis. 
Mediante la determinación de ECAR en función del tiempo y en el marco del trabajo de 
colaboración, se analizó la alteración del metabolismo celular de macrófagos frente al 
agregado de lactato, utilizándose  macrófagos derivados de médula ósea de ratones salvajes 
y de ratones deficientes de GPR81 (GPR81-/-) como modelo experimental (Figura 4.16) (ver 
Apéndice). 
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Figura 4.16: Tasa de acidificación extracelular (Extracellular acidification 
rate, ECAR) en medio de cultivo de macrófagos en función del tiempo. 
Macrófagos derivados de médula ósea de ratones (A) salvajes (B) GPR81-/-. 
Tratamientos: (●) agua (■) LPS 100 ng/ml (▲) Lactato 68 mM (□) LPS+Lactato. 
Oli: Oligomicina. 2DG: 2-desoxiglucosa. 
 
 
La medida de ECAR es directamente una medida de la velocidad de glicólisis. En la Figura 
4.16 se observa la tasa de acidificación del medio celular en presencia de LPS y/o lactato la 
cual refleja la modificación del tipo de metabolismo que desarrolla la célula. En estos 
experimentos se realizó un tratamiento secuencial con un inhibidor de la respiración celular 
como la oligomicina (Oli), que genera un aumento en la glucólisis y 2-desoxiglucosa (2-DG) 
que es fosforilado a fosfo-2-DG (P-2-DG) en el primer paso de la glucólisis, pero no puede ser 
metabolizado adicionalmente por en el siguiente paso y por tanto actúa como un inhibidor 
de la vía glicolítica. En el gráfico puede verse que en los controles (agua), tanto en células 
derivadas de ratones salvajes como deficientes del receptor GPR81, la velocidad de glicólisis 
no se modifica. Cuando se añade oligomicina, se produce un aumento significativo en la 
velocidad de glicólisis y luego con el agregado de 2-DG este parámetro disminuye. La 
estimulación de los macrófagos provenientes de ambos ratones con LPS (100 ng/ml) genera 
un aumento de la velocidad de glicólisis y repite el comportamiento del control frente al 
agregado de ambos inhibidores. La observación importante en estos ensayos fue que el 
tratamiento con lactato en medio extracelular disminuyó la velocidad de glicólisis de las 
células sin estimular y también frente al estímulo con LPS. De este modo puede concluirse 
que el agregado de lactato en el medio podría estar generando una reprogramación 
metabólica celular que altera la respuesta inflamatoria. Además el hecho de que se haya 
observado este mismo comportamiento tanto en células derivadas de ratones salvajes como 
Tratamiento 2DGOli Tratamiento 2DGOliA B
● H2O ■ LPS (100 ng/ml) ▲ Lactato (68 mM) LPS+Lactato
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deficientes del receptor GPR81, contribuiría a demostrar que el receptor no estaría 
involucrado en el efecto observado. 
La “glucólisis aeróbica” fue normalmente descripta en células tumorales, aunque este 
mecanismo también desempeña un papel crítico en la activación y el rápido crecimiento de 
células inmunes. Este fenómeno conduce en todos los casos a una mayor formación de 
lactato intracelular que se exporta a través de los transportadores de ácidos carboxílicos 
(Monocarboxilate transporter, MCT). Hasta la fecha se han identificado 14 transportadores; 
sin embargo, sólo siete isoformas se han caracterizado funcionalmente (Halestrap & 
Meredith, 2004; Murakami y col., 2005). Estas isoformas difieren en cuanto a la distribución 
en los tejidos, especificidades de sustrato, y las afinidades, además sólo cuatro isoformas 
(MCT1, MCT2, MCT3 y MCT4) fueron caracterizados como transportadores acoplados al 
transporte de protones (Halestrap & Meredith, 2004;. Bonen y col, 2006). MCT1 se expresa 
de forma ubicua en los tejidos humanos, el MCT2 tiene una distribución más restringida, con 
mayor expresión observada en testículo (Lin y col., 1998) y en epitelio gástrico en hámsters 
(Kekuda y col., 2013). La expresión de MCT3 está más restringida a la membrana basolateral 
del epitelio de la retina (Philp y col., 2003), sin embargo, algunos estudios han demostrado 
la expresión de ARNm de MCT3 en líneas celulares del músculo liso, aorta humana (Zhu y 
col., 2005) y en la membrana basolateral de íleon humano (Gill y col., 2005). MCT4, está 
estrechamente relacionado con MCT1 en términos de distribución y regulación, se expresa 
predominantemente en células que tienen una alta tasa glicolítica (tales como células 
tumorales, musculares e inmunes), donde está implicado en la eliminación del lactato 
producido a partir de la glucólisis (Juel & Halestrap, 1999; Manning Fox y col., 2000). Se ha 
demostrado que se expresa en intestino delgado de ratón (Dimmer y col., 2000) tanto en las 
vellosidades como en la membrana basolateral (Kirat y col., 2006). En particular en células 
inmunes se estudian los transportadores MCT1 y MCT4. En células de epitelio intestinal se 
describen MCT1, MCT3 y MCT4 (Hadjiagapiou y col., 2000; Lecona y col., 2008), mientras 
que algunos autores también describen la expresión de MCT2 en la línea Caco-2 (Lam y col., 
2010). MCT4 y MCT1 en colon transportan el lactato y butirato (Cuff y col., 2002; Kekuda y 
col., 2013). 
A fin de analizar el rol de estos transportadores en el la activación por flagelina de las 
células Caco-2 ccl20:luc se incubaron las células con ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (α-
CHC), el cual es un inhibidor de los transportadores MCT1 y MCT4. 
 
 
174 Capítulo 4. Posibles mecanismos involucrados en la actividad biológica del lactato 
0 0,4 2 4
0
25
50
75
100
125
150
**
%
 A
ct
iv
id
ad
 L
u
ci
fe
ra
sa
 R
el
at
iv
a 
±
 D
S
 
Figura 4.17: Efecto de la incubación de células Caco-2 ccl20:luc con α-CHC 
sobre la actividad luciferasa relativa inducida por flagelina. Tratamiento 30 
min con α-CHC en distintas concentraciones (mM). (■) Condición sin estimular 
(■) Condición estimulada con flagelina. Diferencias significativas entre las células 
control (sin tratamiento, 0 mM) y las células tratadas con α-CHC, estimuladas con 
flagelina **p<0,01. ANOVA seguido de Test de Dunnet. 
 
 
A medida que el lactato es generado en el citoplasma, se transporta hacia el exterior de la 
célula mediante MCT 1 o MCT4 acoplado al transporte de protones, a favor de su gradiente 
de concentración. En la Figura 4.17 se observa que al bloquear el transporte de lactato por 
α-CHC, en concentración 4 mM, se produce una disminución de la respuesta inducida por 
flagelina medida como reducción de la actividad luciferasa en casi un 50 %. Al impedir la 
salida de lactato, este metabolito se acumularía en el interior de la célula produciendo una 
disminución de la activación de la respuesta inflamatoria. 
Tan y col. (2015) demostraron que la expresión del transportador MCT4 en macrófagos está 
regulada por agonistas de los receptores TLR2 y TLR4 y es mediada es mediado por la 
proteína MYD88 de manera dependiente de NF-B y macrófagos en los que se eliminó el 
MCT4 presentaron una expresión atenuada de los mediadores proinflamatorios. Estos 
resultados, al igual que los obtenidos en ese trabajo en células epiteliales, demuestran que la 
inhibición de la salida de lactato de la célula limita su activación. 
 
Luego, se realizó un ensayo incubando las células con el inhibidor de MCT (α-CHC) y lactato 
en el medio extracelular. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 4.18. 
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Figura 4.18: Efecto de la incubación de células Caco-2 ccl20:luc con α-CHC y 
lactato sobre la actividad luciferasa relativa inducida por flagelina. 
Preincubación 30 min con α-CHC en distintas concentraciones (mM) y lactato 100 
mM (α-CHC+LAC). Se presenta también el efecto de la preincubación sólo con 
lactato 100 mM. (■) Condición sin estimular (■) Condición estimulada con 
flagelina. Diferencias significativas respecto al control estimulado con flagelina, ** 
p<0,01. ANOVA seguido de Test de Dunnet. 
 
 
Como puede verse en la Figura 4.18, aún en presencia del inhibidor del transportador, el 
lactato tiene un efecto modulador de la respuesta inflamatoria en las células epiteliales. Lam 
y col. (2010) describieron que existe una disminución significativa de la absorción de D-
lactato por células Caco-2 pre-incubadas con α-CHC, lo cual demuestra la participación de 
los MCTs en este proceso. Este hecho podría ser un indicio de que el lactato no necesita 
ingresar a la célula para ejercer su efecto, sino que lo haría por ejemplo, a través de algún 
receptor externo que no fue considerado en este estudio.  
Sin embargo, tampoco se podría descartar que el lactato pueda ser internalizado por otro 
transportador que no se bloquea por α-CHC o que la elevada concentración de lactato en el 
medio extracelular podría estar impidiendo la salida del mismo y por tanto producir su 
acumulación en el interior de la célula. 
 
Del análisis de los posibles mecanismos implicados en la actividad biológica del lactato 
llevados a cabo en el presente capítulo, se concluye que los efectos inmunomoduladores 
ejercidos por el lactato en células epiteliales serían independientes del receptor GPR81 y 
podrían estar relacionados con la modulación de las vías metabólicas. 
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CONCLUSIONES 
 
 
 Se detectó el receptor GPR81 en las líneas celulares de epitelio intestinal Caco-2 y HT-29 
y en tejido intestinal humano. 
 El lactato no ejerció modulación de la expresión de ARNm de CCL20 inducida por IL-1β y 
flagelina en cultivos de células HT-29. 
 La expresión del receptor GPR81 en las líneas celulares Caco-2 y HT-29 no se afectó por 
la incubación con lactato. 
 El efecto modulador de la respuesta inmune innata de células epiteliales observado para 
acetato, propionato y butirato, no estaría mediado por una proteína Gαi, dado que su 
actividad no fue inhibida por el pre-tratamiento con toxina pertussis. 
 La vía NF-B fue activada por flagelina e inhibida por lactato 100 mM en células de 
epitelio intestinal. 
 La estimulación de macrófagos con LPS produjo un aumento de la velocidad de glicólisis, 
la cual fue reducida por el tratamiento con lactato.  
 La inhibición de la vía glicolítica condujo a una disminución de la activación de la 
respuesta inmune de células Caco-2 ccl20:luc por flagelina. Además la modulación de la 
respuesta inflamatoria ejercida por el lactato se produjo aún en presencia de 3BrPA. 
 El bloqueo de transportadores de lactato en células Caco-2 ccl20:luc, disminuyó la 
activación de la respuesta inflamatoria inducida por flagelina.  
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CONCLUSIONES GENERALES 
 
 
El presente trabajo se orientó al estudio de la actividad biológica de la fracción no 
microbiana de leches fermentadas artesanales. El kefir constituye una valiosa fuente de 
bacterias y levaduras cuyas capacidades probióticas han sido estudiadas por miembros de 
nuestro grupo de investigación. Sin embargo, la actividad biológica del producto puede 
estar asociada también a los metabolitos que son producidos durante la fermentación. En 
el presente estudio se utilizaron gránulos de kefir pertenecientes a la colección del CIDCA, 
de diferentes orígenes: CIDCA AGK1 y CIDCA AGK10 los cuales no presentaron diferencias 
significativas en la cantidad de bacterias lácticas y levaduras presentes. El kefir se preparó 
por fermentación de leche descremada comercial, a 20 °C y los productos obtenidos con 
ambos gránulos alcanzaron un pH cercano a 4 en 24 h, siendo el ácido láctico y acético los 
principales productos de la fermentación. La concentración de los mismos aumentó con el 
tiempo de fermentación alcanzando a las 24 h una concentración de láctico y acético de 
92,5 mM y 4,3 mM, respectivamente, para el gránulo AGK1 y de 86,2 mM y 4,6 mM para el 
gránulo AGK10. Luego de 48 h de fermentación las concentraciones de ácido láctico y 
acético fueron de 147,7 mM y 9,8 mM (gránulos AGK1) y 125,4 mM y 11,3 mM (gránulos 
AGK10). Se aisló y se cuantificó el exopolisacárido de las leches fermentadas 
encontrándose en una concentración de alrededor de 220 mg/l, sin detectarse diferencias 
significativas entre los tiempos de fermentación ensayados, ni entre los gránulos de kefir. 
Además, se observó que luego de 24 h de fermentación a 20 °C se consume un 20 % de la 
lactosa inicial de la leche.  
Como aproximación del grado de hidrólisis de proteínas lácteas, se evaluó el aumento de 
nitrógeno TCA soluble en los productos fermentados, el perfil electroforético y 
cromatográfico de las leches fermentadas y de la fracción no microbiana de kefir. Mediante 
estas técnicas no se evidenció una proteólisis significativa en los productos obtenidos 
luego de 24 y 48 h de fermentación con gránulos de kefir a 20 °C. Sin embargo, si la 
fermentación se extiende por 7 o 21 días se detectó la hidrólisis de caseínas y de α-
lactoalbúmina. Otros autores han descripto la aparición de numerosos péptidos derivados 
de las proteínas lácteas por la acción de microorganismos del kefir, que podrían contribuir 
a las propiedades benéficas del producto. Cuando estas muestras fueron sometidas a un 
tratamiento de digestión enzimática, simulando el pasaje a través del tracto 
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gastrointestinal, los perfiles peptídicos obtenidos por RP-HPLC no presentaron 
diferencias, indicando que la fermentación de leche con gránulos de kefir no modifica la 
susceptibilidad a la hidrólisis por las enzimas digestivas. 
Se obtuvo la fracción no microbiana de kefir y se caracterizó su actividad biológica. En 
cuanto a la acción antimicrobiana, se observó mediante ensayos in vitro, que tiene la 
capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos patógenos Gram-positivos como 
Bacillus cereus y Gram-negativos como Escherichia coli y Salmonella enterica, los cuales 
son contaminantes frecuentes de alimentos. Esta propiedad se pierde al neutralizar la 
fracción no microbiana inclusive cuando se concentra 5 veces, indicando que los ácidos 
orgánicos en su forma no disociada serían los responsables de este efecto.  
La incubación de Salmonella enterica serovar. Enteritidis con la fracción no microbiana de 
kefir disminuyó su capacidad invasiva a células de epitelio intestinal en cultivo, mientras 
que la incubación de las células con esta fracción no fue capaz de proteger a enterocitos de 
la adhesión e invasión de Salmonella Enteritidis.  
La fracción no microbiana de kefir presentó la capacidad de modular la respuesta 
inmune innata epitelial en modelos in vitro. El pretratamiento de células Caco-2 
ccl20:luc con la fracción no microbiana disminuyó la actividad luciferasa inducida por 
diversos agonistas de la respuesta inmune innata (flagelina, TNF-α e IL-1β). Asimismo, 
redujo significativamente la expresión de marcadores proinflamatorios a nivel 
transcripcional (CCL20, IL-8, CXCL2, CXCL10), inducidos por flagelina, sin afectar la 
expresión de constituyentes celulares que no están involucrados en la respuesta 
inflamatoria (LPH, ITF, MIF). La capacidad inmunomoduladora se mantuvo luego de un 
tratamiento térmico y se perdió por diálisis permitiendo concluir que el lactato posee un 
rol protagónico en dicha propiedad.  
Otros metabolitos de fermentación microbiana, como acetato, propionato y butirato, 
también ejercieron un efecto modulador de la respuesta inmune innata inducida por 
flagelina, en forma dosis-dependiente. El propionato y el butirato redujeron la actividad 
luciferasa a partir de una concentración de 1 mM, mientras que el lactato y el acetato 
requirieron concentraciones superiores.  
La administración de lactato en agua de bebida a ratones no ejerció protección frente a la 
inflamación intestinal aguda inducida por TNBS/etanol. Sin embargo, cuando se 
administró lactato en forma intrarrectal, se observó una reducción significativa del daño 
epitelial y de la inflamación. El hecho de que la administración de lactato en forma oral no 
ejerza un efecto protector en el modelo de colitis estudiado, podría atribuirse a que el 
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lactato no se encuentra en el colon en una concentración suficiente por haber sido 
absorbido y/o consumido por las bacterias colónicas. 
En cuanto a los mecanismos asociados a la capacidad moduladora de la respuesta inmune 
innata epitelial del lactato observada en ensayos in vitro e in vivo, se pudo concluir que si 
bien se detectó la expresión de un receptor específico de lactato (GPR81) en epitelio 
intestinal, el efecto ejercido por el lactato podría ser independiente del mismo. Por otro 
lado se determinó que el efecto inmunomodulador del lactato podría estar vinculado con 
la modulación de las vías metabólicas. El aumento de la concentración de lactato 
extracelular a nivel del colon podría generar un cambio en el metabolismo de las células 
que implique una disminución de la tasa de glicólisis que afecta la normal activación de 
células epiteliales y mieloides frente a estímulos proinflamatorios.  
El ácido láctico es uno de los principales metabolitos de la fermentación de leche por 
bacterias lácticas, además puede encontrarse como componente de muchos otros 
productos fermentados y también es generado in situ por la microbiota intestinal. Los 
efectos asociados al lactato demostrados en este trabajo de tesis conducen a enfatizar la 
formulación de alimentos que promuevan la generación de este ácido en el colon por la 
microbiota. Asimismo, la utilización de cepas de microorganismos probióticos con 
capacidad de adherirse al epitelio y producir este metabolito in situ, podría contribuir a los 
efectos descriptos. 
El lactato como propio componente alimenticio o como un metabolito generado in situ en 
la mucosa intestinal puede contribuir a la promoción de la salud y debe ser valorizado. 
Elucidar los mecanismos responsables de la bioactividad de lactato en diferentes tipos 
celulares podría contribuir al desarrollo de nuevas estrategias para manejar problemas 
críticos de salud tales como las enfermedades inflamatorias intestinales. 
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1.  Medios de cultivo celular 
Dulbecco modified Eagle’s minimal essential medium (DMEM), High glucose, Gibco, 
Grand Island, N.Y., USA.   
Suero fetal bovino Inactivado (PAA)       180 ml 
Aminoácidos no esenciales (GIBCO BRL Life Technologies Rockville, MD, USA)  13 ml 
Penicilina/ Streptomicina (1000 IU/ml, 1000 µg/ml)     13 ml 
Gentamicina (50 mg/ml) Parafarm, aporiti SACIFIA, Buenos Aires, Argentina   10 ml 
NaHCO3            2 g/l 
Agua farmacológica         c.s.p 1 l 
pH = 7,0 ±0,2 
El suero fetal bovino se inactiva 30 min a 60 °C. Una vez preparado, el medio se esteriliza 
por filtración a través de una membrana de 0,22 µm. 
 
Medio DMEM base 
Dulbecco modified Eagle’s minimal essential medium 
(DMEM), Gibco, Grand Island, N.Y., USA     1000 ml 
NaHCO3        2 g/l 
pH = 7,0 ±0,2 
Una vez preparado, el medio se esteriliza por filtración a través de una membrana de 0,22 
µm. 
 
OMEM (Opti-MEM) Gibco BRL Life technologies, Rockville, MD, USA. 
Opti-MEM®         1000 ml 
NaHCO3        2,4 g/l 
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2.  Electroforesis SDS-PAGE 
2.1.  Soluciones Stock 
 Acrilamida – bisacrilamida 30,8 % 
Acrilamida    30,0 g 
Methylene bis acrilamida  0,8 g 
Disolver en 70 ml de agua bidestilada, filtrar y llevar a 100ml. Conservar en frasco color 
caramelo, a 4 °C. 
 Buffer de corrida 5X 
Glicina     72,0 g 
Tris base (Trizma)   15,0 g 
SDS     5,0 g 
Llevar a 1 L con agua bidestilada. Ajustar a pH 8,3 con HCl 
 Buffer Separador 4X 
Tris base (Trizma) 27,2 g 
SDS    0,6 g 
TEMED   0,6 ml 
Llevar a 150 ml con agua bidestilada. Ajustar a pH 8,8 con HCl 
 Buffer apilador 4X 
Tris base (Trizma)  3,0 g 
SDS    0,2 g 
TEMED   0,2 ml 
Llevar a 50 ml con agua bidestilada. Ajustar a pH 6,8 con HCl 
 Buffer Muestra 
SDS    0,16 g 
Glicerol   4,0 ml 
Azul de Bromofenol 1 pizca 
β- mercaptoetanol  5 % 
 
2.2.  Preparación de geles de poliacrilamida 
Gel separador acrilamida-bisacrilamida 12,8% (1 mm de espesor) 
Buffer separador 4X    2,50 ml 
Agua bidestilada    3,25 ml 
Acrilamida-bisacrilamida 30.8%  4,25 ml 
Persulfato de amonio 10 %   0,07 ml 
 
Gel stacking (1 mm de espesor) 
Buffer stacking 4X    0,875 ml 
Agua bidestilada    0,980 ml 
Acrilamida-bisacrilamida 30.8%  0,455 ml 
Persulfato de amonio 10 %   0,045 ml 
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2.3. Armado de los geles, siembra de las muestras, condiciones de corrida y 
coloración 
Los productos fermentados neutralizados se mezclaron con un volumen de buffer muestra y 
se calentaron durante 2 min en baño a 100 °C. Para el análisis SDS-PAGE se utilizó el método 
de Laemmli (1970) en geles de 9x8x0,1 cm, disociantes, continuos, con una concentración 
de acrilamida de 12,.8 % p/v (u otra concentración especificada oportunamente) en el gel 
separador y 4 % en el gel apilador, en un sistema vertical Bio-Rad Mini Protean II (Bio Rad 
Lab, C.A.). 
 
Para el armado de los geles, se desengrasaron los vidrios de las placas de electroforesis con 
alcohol y se colocaron entre ellas separadores de 1 mm de espesor. Se fijó en el soporte de 
placas y se verificó que no existan filtraciones agregando agua destilada. Corroborado esto 
se vaciaron y se secaron cuidadosamente con papel de filtro sin sacarlas del soporte. Se 
colocó la solución de gel separador y apilador y por último el peine para formar las calles. Se 
trasladaron las placas a la cuba electroforética, se incorporó el buffer de corrida 1X frío y se 
sembraron las muestras. Para determinar el peso molecular de las especies proteicas en las 
diferentes muestras se sembró una calle de cada gel con una mezcla de proteínas de peso 
molecular conocido. Se emplearon patrones Amersham GE Healthcare, UK de bajo peso 
molecular, conteniendo: fosforilasa b (97 kDa), albúmina (66 kDa), ovoalbúmina (45 kDa), 
anhidrasa carbónica (30 kDa), inhibidor de tripsina (20,1 kDa), y lactalbúmina (14,4 kDa). 
Los geles se corrieron seleccionando un voltaje constante de 80 V durante 30 min y luego 
120 V durante 90 min, finalmente se tiñeron con Coomasie-R en solución fijadora 
(Metanol:Ácido acético:Agua destilada, en proporciones 40:20:40). Cuando se requirió 
detectar cantidades pequeñas de proteínas los geles fueron teñidos con Ag+, para lo cual una 
vez teñidos con Coomasie se trataron durante 5 min con 60 ml de solución de acetona 50% 
en agua destilada y luego durante 1 min en 100 ml de solución de Na2S2O3.5H2O 10 % 
disueltos en 60 ml de agua bidestilada. Se enjuagaron tres veces durante 5 segundos con 
agua bidestilada y se impregnaron durante 8 min con 0,8 ml de solución de AgNO3 20 % y 
0,6 ml de formaldehído 37 % en 60 ml de agua bidestilada. Se enjuagaron dos veces durante 
5 seg con agua bidestilada y se revelaron durante 20-30 segundos con 1,2 g de Na2CO3 puro, 
25 ml de formaldehído 37 % y 25 ml de solución de Na2S2O3.5H2O 10 % en 60 ml de agua 
bidestilada. La reacción se detuvo por tratamiento durante 30 seg con 60 ml de solución 
ácido acético glacial 1% en agua bidestilada y enjuague en agua bidestilada durante 10 seg. 
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2.4.  Electroforesis Tricina SDS-PAGE 
Geles 10%: rango de masas moleculares entre 1 y 100 kDa 
Geles 16%: rango de masas moleculares entre 1 y 70 kDa 
 Solución AB3   
Acrilamida  48 g 
Bisacrilamida  1,5 g 
H2O bidestilada c.s.p 100 ml 
 Solución AB6  
Acrilamida 46,5 g 
Bisacriamida 3 g 
H2O bidestilada c.s.p 100 ml 
Conservar entre 7 y 10 °C. 
 Buffer anódico 10X 
Tris  1 M 
HCl  0,225 M 
pH 8,9  
 Buffer catódico 10x 
Tris  1 M 
Tricina 1 M 
HCl  0,225 M  
SDS  1 % p/v 
 pH aprox. 8,25. No debe ser ajustado. 
 Buffer de gel 3x 
Tris 3 M 
HCl 1 M 
SDS 0,3 % p/v 
pH= 8,45 
Mantener las soluciones a temperatura ambiente, entre 20–25 °C. 
Tabla de preparación de geles para el sistema Mini Protean: 
 
4% 
stacking 
10% 
spacer 
16% 
separador 
16% + 
urea 6 M 
AB3 o AB6* (ml) 0,33 (AB3) 0,6 (AB3) 3 (AB6) 3 (AB6) 
Buffer gel 3X (ml) 1 1 3 3 
Glicerol (g) - 0.3 0.9 - 
Urea (g) - - - 3,24 
Agua para vol. Final 
(ml) 
4 (2,67 ml) 3 (1,1 ml) 9 (2,1 ml) 9 (0,8 ml) 
Persulfato 10% (µl) 30 15 30 30 
TEMED (µl) 3 1.5 3 3 
* se usa AB6 si se desea resolver las proteínas de PM <5kDa 
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Para preparar los geles se cargaron 4,35 ml del gel separador y sin esperar que gelifique se 
colocaron 500 µl del spacer. Se dejó gelificar cubierto con agua destilada. Posteriormente se 
colocó el stacking y el peine formador de calles hasta completar todo el volumen del espacio. 
 
 Buffer muestra (condiciones reductoras) 
SDS      12% p/v  
β-mercaptoetanol    6% v/v 
Glicerol     30% p/v 
Coomassie blue G-250 (Serva)  0,05% 
Tris/HCl     150 mM  
pH 7 
 Buffer muestra (condiciones no reductoras) 
SDS      12% p/v 
Glicerol     30% p/v 
Coomassie blue G-250 (Serva)  0,05 % 
Tris/HCl     150 mM  
pH 7 
Se mezclaron las muestras con 1 volumen de buffer muestra, según se desee condiciones 
reductoras o no. Se calentaron las muestras a 37 °C durante 15 min, se sembraron alrededor 
de 20-25 mg de proteína por calle. 
 
2.4.1. Condiciones de corrida 
Las corridas electroforéticas se realizaron iniciando en 30 V hasta que las proteínas entran 
al gel stacking, la corriente debe estar entre los 25 y 30 mA, y tarda aproximadamente 30 
min. Luego se colocó el voltaje en 100 V, se corrió hasta aproximadamente unos 2 cm del 
final del gel y finalmente se puede subir el voltaje a 150 V. 
 
2.4.2. Visualización de las proteínas 
 Solución Fijadora 
Metanol   50% v/v 
Ácido acético   10% v/v 
 Solución colorante 
Coomassie blue 0,025%  
Ácido acético  10% v/v. 
 Solución decolorante 
Ácido acético  10% v/v 
 
Se colocaron los geles en solución fijadora una vez finalizada la corrida. Los geles de 1 mm 
de espesor y 16% de acrilamida, se dejaron en solución fijadora durante 45 min. Luego se 
colocaron en solución colorante al menos el doble de tiempo que en la solución fijadora. 
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Finalmente se colocaron en solución decolorante, varias veces por 15 a 60 min. Luego se 
transfirieron a agua destilada. En algunos casos se utilizó la tinción con plata descripta 
anteriormente. 
 
3.  Medios de cultivo de microorganismos 
 
Caldo MRS (Difco, Detroit, USA) 
Peptona    10 g/L 
Extracto de carne   10 g/L 
Extracto de levadura   5 g/L 
D(+) glucosa    20 g/L 
K2HPO4    2 g/L 
Tween     80,1 g/L 
Citrato ácido de amonio  2 g/L 
Acetato de sodio   5 g/L 
MgSO4     0,1 g/L 
MnSO4     0,05 g/L 
pH 6,5 ± 0,2 
 
Agar MRS 
Caldo MRS adicionado con agar-agar en concentración 15 g/L. 
 
Caldo nutritivo (Biokar Diagnostics, Beauvais, France) 
Extracto de carne   3 g/L 
Peptona de carne   5 g/L 
pH 7 ±0,2 
 
Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar (YGC) (Merck, D-64271 Darmstadt, 
Germany) 
Extracto de levadura   5,0 g/L 
Glucosa    20,0 g/L 
Cloranfenicol    0,1 g/L 
Agar     14,9 g/L 
pH 6,5 
 
Caldo Luria-Bertani (LB) 
Triptona    10 g/ L 
Extracto de levadura   5 g/ L 
NaCl     10 g/ L 
pH 7,0 
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Agar LB 
Caldo LB adicionado con agar-agar en concentración 15 g/L. 
 
Caldo Brain Heart Infusion (BHI) (OXOID Ltd, England) 
Infusión de cerebro y corazón de (sólidos)  8,0 g/L 
Digerido péptico de tejido animal   5,0 g/L 
Digerido pancreático de caseína   16,0 g/L 
Cloruro sódico     5,0 g/L 
Glucosa      2,0 g/L 
Fosfato disódico de hidrógeno   2,5 g/L 
pH 7,4 ±0,2 
 
Agar BHI 
Caldo BHI adicionado de agar-agar en concentración 15 g/L. 
 
Agar Eosin Methylene Blue (EMB) 
Peptona      10,0 g/L 
Lactosa     5,0 g/L 
Sacarosa     5,0 g/L 
Fosfato dipotásico    2,0 g/L 
Agar       1,35 g/L 
Eosina      0,4 g/L 
Azul de metileno    0,065 g/L 
pH 7,2 ±0,2 
 
Agar Mossel 
Peptona de carne     10,0 g/L 
Extracto de carne     1,0 g/L 
Manitol     10,0 g/L 
NaCl      10,0 g/L 
Rojo fenol      0,025 g/L 
Agar      1,5 g/L 
pH 7,2 ±0,2 
 
Esterilizar por autoclave a 121°C durante 15 minutos. Enfriar a 50°C y asépticamente 
agregar 50 ml/L de emulsión yema de huevo. 
 
Buffer PBS 
KH2PO4   0,14 g 
Na2HPO4   0,79 g 
NaCl    9 g 
Agua bidestilada c.s.p  1 l. 
pH 7,4 
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4.  Detección de IL-6 en suero mediante método de ELISA 
Se siguió el protocolo del kit Mouse IL-6 ELISA Set (BD OptEIATM) BD Bioscience. 
4.1.  Soluciones y buffers 
 Buffer de revestimiento: Carbonato de sodio 0,1 M, pH=9,5. Almacenar a 2-8 °C. 
 Diluyente: PBS con 10 % v/v de suero fetal bovino (Gibco). pH=7,0. Preparar en el 
momento. 
 Solución de lavado: PBS adicionado de Tween 20, 0,05 %v/v. Preparar en el 
momento. 
 Buffer citrato: Na2HPO4  anhidro 7.10 g + Ácido cítrico anhidro 5,19 g (c.s.p 1 L). 
Ajustar pH= 5,0. Almacenar a -20 °C. 
 Solución con sustrato: Ortofenilendiamina (OPD) 1mg/ml y H2O2 1 µl/ml, en buffer 
citrato. Preparar en el momento. 
 Solución de detención: H2SO4 2 N. 
4.2.  Protocolo 
Se utilizaron placas de ELISA de 96 pocillos (Nunc, Thermo Scientific) 
1- Sensibilización: Cubrir la placa con 50 µl del anticuerpo de captura (dilución 1/250 en 
buffer de revestimiento). Incubar overnight, 4 °C. 
2- Bloqueo: Retirar el anticuerpo de captura y llenar las fosas con 100 µl de diluyente. 
Incubar 1 h a 37 °C. 
3- Lavar las fosas 3 veces, con solución de lavado, utilizando un agitador orbital durante 1 
min cada vez. Secar muy bien. 
4- Muestras: colocar 50 µl fosa de muestra/standard suspendida en el diluyente. Incubar 2h 
a 37 °C. 
5- Lavar las fosas 5 veces, con solución de lavado, utilizando un agitador orbital durante 1 
min cada vez. Secar muy bien. 
6- Detección: Agregar 50 µl por fosa de solución de anticuerpo de captura y enzima SAv-
HRP (dilución 1/250 de cada uno en diluyente). Incubar 1 h a 37 °C. 
7- Lavar las fosas 7 veces, con solución de lavado, utilizando un agitador orbital durante 1 
min cada vez. Secar muy bien. 
8- Revelado: Agregar 50 µl por fosa de solución con sustrato. Incubar durante 15-30 min a 
temperatura ambiente. 
9- Detención: agregar la solución de detención, 25 µl por fosa. 
10- Lectura: Medir A 450 nm dentro de los 30 min posteriores. Sustraer A 570 nm. 
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5.  Preparación y tinción de cortes histológicos con Hematoxilina y Eosina 
La preparación y tinción de los cortes histológicos fue realizada en el Servicio de 
histopatología de la Fundación Favaloro (Buenos Aires, Argentina). 
En los modelos de colitis inducida por TNBS, los segmentos de recto de los animales se 
fijaron en paraformaldehído al 10%, se deshidrataron en un tren de deshidratación que 
incluyó 3 incubaciones de 10 min en etanol (50%, 70% y 100%) y dos incubaciones en Xilol 
al 100%. El tejido se incluyó luego en parafina fundida a 60 °C. Se tomaron secciones de 7-
10 μm de espesor utilizando un micrótomo, se fijaron las secciones en portaobjetos con 
calor y se eliminaron los restos de parafina lavando con xilol. Se rehidrataron los 
preparados utilizando el tren de deshidratación en sentido inverso. Los preparados, lavados 
con agua destilada para eliminar los restos de etanol, se sumergieron durante 10 min en una 
preparación de hematoxilina, se lavaron con etanol y luego con agua destilada hasta 
eliminar los restos del colorante. Luego se sumergieron los preparados en eosina durante 
30 seg y se enjuagaron con agua destilada. Se deshidrataron nuevamente los preparados y 
se dejaron 10 min en xilol, Finalmente, se secaron y se montaron los cubreobjetos con 
resina de montaje. 
 
6.  Evaluación del metabolismo celular en macrófagos 
Estos ensayos fueron realizados en el Instituto Pasteur de Lille (Francia) en colaboración 
con el grupo dirigido por Dr. Jean-Claude Sirard y el grupo del IIFP (UNLP-CONICET) 
dirigido por el Dr. Martin Rumbo. 
Para la generación macrófagos se emplearon ratones C57BL/6J (hembras de 6-8 semanas 
de edad) obtenidas de los laboratorios de Janvier (St. Berthevin, Francia) y ratones 
deficientes del receptor GPR81 (Ahmed y col., 2010). Todos los experimentos cumplieron 
con las regulaciones nacionales e institucionales actuales y directrices éticas (B59-350009 - 
Institut Pasteur de Lille). Se utilizó la médula ósea de fémur y tibia de ratones como fuente 
de precursores de células hematopoyéticas. Se obtuvieron los  macrófagos derivados de 
médula ósea con 8 días de diferenciación de los precursores (106 células/ml) en DMEM 
completo adicionado de 30 % de medio condicionado de células L929 (fuente de M-CSF). 
Las células se suplementaron con medio fresco cada 3 días. 
Se determinó el flujo glucolítico en macrófagos mediante la medida de la tasa de 
acidificación extracelular (ECAR) empleando el equipo Seahorse XF24 Extracelular Flux 
Analyzer (Seahorse, Biosciences). Los macrófagos se sembraron en placas de cultivo de 24 
fosas a una densidad de 1,5 x105 células por fosa. Antes del análisis de ECAR, el medio de 
cultivo se retiró y se incubaron las células en DMEM (Sigma) suplementado con glutamina 2 
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mM (Invitrogen). Se determinó el parámetro ECAR en función del tiempo. Se evaluó la 
alteración de ECAR frente al agregado de agua (control), LPS (InvivoGen, Toulouse, Francia) 
y lactato 68 mM. En todos los experimentos, se utilizó tratamiento secuencial con 
oligomicina 2 µM (Sigma) y luego 2-desoxiglucosa 100 mM (Sigma) para inhibir la cadena 
respiratoria mitocondrial y bloquear la glucólisis, respectivamente. Las medidas se 
normalizaron según el contenido de ADN empleando el ensayo CyQuant (Invitrogen). Los 
datos se expresaron como la media ± desviación estándar. 
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Evaluación de la actividad biológica de leches fermentadas 
artesanales: función de la fracción no microbiana 
Los productos lácteos constituyen excelentes matrices para la 
incorporación de probióticos. Las propiedades bioactivas de los 
mismos podrían asociarse a los microorganismos por si mismos o a los 
metabolitos que ellos producen durante la fermentación. La 
identificación de los ingredientes bioactivos es uno de los principales 
objetivos en la ciencia de los alimentos funcionales. 
En el presente trabajo se caracterizó la fracción no microbiana de leche 
fermentada con gránulos de kefir con la finalidad de evaluar su 
actividad biológica e identificar los componentes responsables de la 
misma.  
El ácido láctico en su forma no disociada fue el principal responsable 
de la actividad antimicrobiana de la leche fermentada y el lactato 
ejerció un rol protagónico en la capacidad de modular la respuesta 
inmune innata epitelial asociada a la fracción no microbiana de kefir. 
Los resultados obtenidos en este trabajo proporcionan una nueva 
perspectiva para el análisis de las propiedades biológicas de productos 
fermentados y valorizan el rol del lactato como componente 
alimenticio que contribuye a la promoción de la salud. 
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